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RESUMEN

La cardiomiopatia dilatada (CDI) puede ser considerada como un sindrome clinico y
fisiopataldgico caracterizado por disfuncion miocardica y dilatacion del ventriculo
izquierdo o de ambos ventriculos con hipertrofia inapropiada. A la fecha es controversial la
etiologia de esta patologia, existen diferentes hipotesis que se han propuesto para explicar
el dafio del tejido cardiaco; dentro de éstas destacan la viral e inmunoldgica. La region de
clase II del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), es la region que mas se ha
asociado con riesgo a desarrollar CDI, dentro de esta region el locus HLA-DRBI es el mas
importante. Varios alelos del locus HLA-DRB1 se han asociado con riesgo para desarrollar
CDI. Adicionalmente, el locus HLA-DQBI1 (clase II) y los loci TNF-a y HSP-70 hom
(clase III) se han asociado con CDI. En el presente trabajo, se investigo la asociacion de
los genes HLA-DRB1, DQBI1, TNF-a (-238, -308) y HSP-70 hom con riesgo a desarrollar
cardiomiopatia dilatada idiopatica en la poblacién mexicana.

Se incluyeron 55 pacientes mexicanos no relacionados con CDI y 99 controles sanos no
relacionados. Se obtuvieron leucocitos de sangre periférica para la extraccion de ADN. La
tipificacion genérica de los locus HLA-DRB1 y DQBI se realizé por PCR-SSO. Para la
tipificaciéon de los polimorfismos en los genes TNF-a (-238 y -308), se utilizd
secuenciacion automatica y para la determinacion del polimorfismo de HSP-70 hom, se us6

PCR-RFLP. El anélisis de los datos se realizo con el software epiinfo version 5.0.



En los resultados, en el caso de los pacientes se observé un incremento en la frecuencia del
alelo HLA-DR4 al comparar con los controles (pC 0.02, RM= 1.87, IC95%= 1.08 — 3.23).
Asi como también presentaron disminucion en la frecuencia del alelo HLA-DRI11 (pC=
0.03, RM= 0.26, 1C95%= 0.06 — 0.95). Cuando analizamos el locus DQB, se encontr6 un
incremento en las frecuencias de los alelos HLA-DQB*0301 (pC= 0.02, RM= 1.92,
1C95%=3.48) y HLA-DQB*0302 (pC= 0.02, RM= 1.87, 1C95%= 3.23) en el grupo de los
pacientes con CDI con respecto al grupo control. Los pacientes también mostraron una
disminucién en la frecuencia de los alelos HLA-DQB*0201 (pC= 0.04, RM=0.41, 1C95%=
0.17 — 0.97). Con respecto al polimorfismo del TNF-o en la posicion -238 y -308,
presentaron frecuencias alélicas y genotipicas similares en el grupo de pacientes con CDI
con respecto al grupo control.

Por ultimo, en el polimorfismo del gen de hsp70 hom, se obtuvieron frecuencias alélicas y
genotipicas similares en el grupo de pacientes con CDI cuando se compararon con el grupo
control.

Por lo que se concluye que el alelo HLA-DR4 estd asociado con la susceptibilidad al
desarrollo de la CDI y el alelo HLA-DR11 podria ser un marcador de proteccion genética
para la enfermedad. Los alelos HLA-DQB*0301 y *0302 se encuentran asociados como
marcadores de susceptibilidad genética para la CDI. El alelo DQ*0201 podria ser un
marcador de resistencia genética para la CDI. Los polimorfismos del TNF-a y de la HSp-

70 hom sus frecuencias fueron similares al comparar los pacientes con el grupo control.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate the relationship between class II major
histocompatibility complex (MHC) genes (HLA-DR and HLA-DQB) and class III region
TNF-alpha gene -238, -308 and HSP70- hom gene and the genetic susceptibility to
idiopathic dilated cardiomyopathy (IDC) in Mexican patients. These polymorphisms were
analyzed in 53 patients with IDC and 99 ethnically matched healthy controls. The HLA-DR
and DQB alleles were determined using the polymerase chain reaction-sequence specific
oligonucleotides (PCR-SSO) technique. A restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) was used to genotype the HSP70-hom polymorphism whereas the TNF-alpha
-238 and -308 polymorphisms were assessed by sequencing analysis. The observed
genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium. IDC patients showed increased
frequencies of HLA-DR4 (pC=0.02, OR=1.87), HLA-DQB1*0301 (pC=0.02, OR=1.92)
and HLA-DQB1*0302 (pC=0.02, OR=1.87) when compared to healthy controls. On the
other hand, IDC patients also showed decreased frequencies of HLA-DRI11 allele
(pC=0.03, OR=0.26) and HLA-DQB1*0201 (pC=0.04, OR=0.41). With respect to HSP70-
hom and TNF-alpha -238 and -308, the allele and genotype distributions of the
polymorphisms tested were similar among cases and controls.

These data suggest that variation in class II HLA alleles could be a genetic factor involved

in the susceptibility to IDC in the Mexican Mestizo population.



I. INTRODUCCION:

Las cardiomiopatias son enfermedades del miocardio asociadas con disfuncion cardiaca
(Fatkin D et al. 2002). La incidencia y prevalencia de las cardiomiopatias esta en aumento
y estan siendo consideradas una causa importante de morbilidad y mortalidad. Sin
embargo, diferentes definiciones y clasificaciones se han encontrado en la literatura, esto
debido a los avances en el diagnodstico y en el conocimiento de los agentes causales de
éstas.

Las cardiomiopatias segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1980,
constituyen un grupo de enfermedades caracterizadas por la afeccion directa del miocardio
de causa desconocida. Las distingue asi de las disfunciones cardiacas secundarias a
enfermedades como la Hipertension Arterial, Cardiopatia Isquémica o Valvulopatias
(Brandeburg RO et al. 1980).

En consecuencia con lo anterior, en el afio 1995, la OMS con la International Society and
Federation of Cardiology (ISFC) hizo extensivo el concepto e incluyo en la clasificacion a
todas las enfermedades que comprometen al miocardio y fueron definidas como

“enfermedades del miocardio que causan disfuncion cardiaca”. (Richardson P et al. 1995).



En el 2006, la American Heart Association (AHA) publico la siguiente definicion: “ Las
cardiomiopatias son un conjunto heterogéneo de enfermedades del miocardio asociadas con
disfuncién mecanica y/o eléctrica, que presentan inapropiada hipertrofia o dilatacion y que
son debidas a una variedad de causas que son frecuentemente genéticas. Las
cardiomiopatias pueden estar confinadas al corazon o ser parte de un desorden sistémico

generalizado y a menudo conducen a muerte cardiovascular o insuficiencia cardiaca

progresiva”. (Maron BJ et al. 2000).

Tabla 1. Definiciones de cardiomiopatias: 1980 vs. 1995

1980 1995

Cardiomiopatia: Cardiomiopatia:

Enfermedad del musculo cardiaco de

causa desconocida.

Enfermedad del miocardio asociada con

disfuncion cardiaca.

Enfermedades especificas del mtsculo
cardiaco.

Enfermedad del musculo cardiaco de
causa conocida o asociada con transtornos

de otros sistemas.

Cardiomiopatia especifica:

Enfermedad del musculo cardiaco

asociado con transtornos sistémicos o

cardiacos especificos.

Tomado de Thiene G et al. 2004.



Tabla 2. Clasificacion de cardiomiopatias: 1980 vs. 1995

1980 1995
Dilatada Dilatada
Hipertrofica Hipertrofica
Restrictiva Restrictiva

Arritmogénica del ventriculo

derecho

Tomado de Thiene G et al. 2004.

I.1 Cardiomiopatia Dilatada Idiopatica (CDI).

La cardiomiopatia dilatada (CD) puede ser considerada como un sindrome clinico y
fisiopataldgico caracterizado por disfuncion miocardica y dilatacion del ventriculo
izquierdo o de ambos ventriculos con hipertrofia inapropiada (Ammash NM et al. 2000,
Mann et al. 2005). Sin embargo en la practica clinica continia empledndose el término
cardiomiopatia dilatada tanto para los casos idiopaticos (CDI) como para los secundarios, al
tratarse del mismo concepto fisiopatologico en ambos (Felker GM et al. 2000, Mann DL et

al. 2005).



I.1.1 Anatomia patologica

El examen necrépsico del corazén muestra aumento del tamafio con dilatacion de las cuatro
camaras. En la figura 1 se muestra el corazon de un paciente con CDI. El espesor de la
pared ventricular puede estar disminuido debido a la dilatacion, aunque un incremento de
peso del corazon suele reflejar que la hipertrofia ha ocurrido (Mann DL et al. 2005).

Las valvulas son anatomicamente normales, pero la mitral y la tricuspide pueden presentar
dilatacion de sus anillos, y elongacion de los musculos papilares. Las arterias coronarias
suelen ser también normales, aunque la CDI puede coexistir con enfermedad coronaria.
Con frecuencia se encuentran trombos murales en auriculas o ventriculos (Hare JM et al.

1992).

Figura 1. Corazén de un paciente con Cardiomiopatia Dilatada Idiopatica (Tomada de un

paciente en el departamento de patologia del INCICH).



En el examen histoldgico puede aparecer un miocardio basicamente normal, aunque es
frecuente la existencia de areas de degeneracion de las células miocardicas con fibrosis,
necrosis de fibras musculares e infiltracion celular (Hare JM et al. 1992).

A nivel molecular se observa disminucion en la expresion del RNA mensajero para la
cadena pesada de la miosina (Abraham WT et al. 2002).

Los sintomas y signos de la CDI son consecuencia de la disfuncion sistolica presente en
esta enfermedad. Los sintomas iniciales de la CDI suelen desencadenarse con el desarrollo
de actividades fisicas, siendo generalmente los sintomas mas precoces el cansancio facil y
la disnea de esfuerzo.

La disnea, deriva de la congestion venosa pulmonar y constituye el sintoma principal de la
insuficiencia cardiaca izquierda. Dependiendo del grado de aumento de la presion en la
auricula izquierda, la disnea puede presentarse con distintos grados de severidad, bien
acompafiado a las actividades fisicas habituales, puede dar paso a disnea de minimos
esfuerzos o disnea de reposo, suponiendo ésta ultima la limitacion absoluta de la actividad
fisica por la sensacion de falta de aire. La ortopnea, o aparicion de sensacion disneica al
adoptar la posicion horizontal, suele aparecer pocos minutos después del dectbito por el
incremento brusco del retorno venoso. Sede al incorporarse, obligando al paciente a dormir
con varias almohadas o en sillon. Los ataques agudos de disnea suelen aparecer durante la
noche (disnea paroxistica nocturna) y habitualmente sin un factor evidente que los
desencadene. (Goodwin JF et al 1961).

Es frecuente la aparicion de tos seca precediendo a la disnea nocturna. El edema agudo del

pulmoén supone la forma mas grave de disnea.



Cursa con sensacion de asfixia muy intensa, tos seca, esputo rosado o hemoptisis franca y
ruidos respiratorios, pudiendo llegar a ser mortal en los casos mas severos. Puede ser
desencadenado por un factor agravante que se suma a la situacion de insuficiencia cardiaca
preexistente como puede ser un infarto agudo de miocardio, una arritmia o una crisis
hipertensiva. Algunos pacientes pueden no presentar disnea o tolerar bien el decubito a
pesar del edema pulmonar, especialmente en los casos cronicos o cuando se asocia una
insuficiencia ventricular derecha grave. Un sintoma poco frecuente es la disfagia, que se
produce porque la vena pulmonar izquierda muy distendida, llega a comprimir y obstruir el
esofago llegando a dificultar el paso de los alimentos (Jacobs RC et al. 1972).

Los sintomas derivados de la congestion venosa sistémica suelen comenzar como aumento
del peso corporal y edemas de miembros inferiores. Los edemas afectan de forma simétrica
a ambas piernas, predominantemente en pies y tobillos, empeorando durante el dia y
mejorando con el decubito. Es frecuente también la presencia de dolor en hipocondrio
derecho motivado por distension de la capsula hepatica al aumentar el tamafio de higado
por la congestion.

De los sintomas derivados del bajo gasto cardiaco, el de mas frecuente presentacion es el
cansancio o fatiga muscular, que imposibilita al paciente para la realizacion de actividades
habituales. Un sintoma también frecuente son las palpitaciones. Estas pueden ser debidas a
taquicardia sinusal que puede estar presente aun en reposo, o al desarrollo de otro tipo de
arritmias tanto supraventriculares como ventriculares. Entre ellas la mas frecuente es la

fibrilacion auricular que aparece en un 25% de los casos.



1.1.2 Diagnostico

El diagnoéstico de la CDI se basa en un grupo de signos y sintomas de fracaso cardiaco
izquierdo y derecho, asi como en la realizaciéon de una serie de pruebas diagnosticas
complementarias. Es posible el diagnostico en fases tempranas asintomaticas, pero nunca

se realizard antes de que se haya producido la dilatacién de las camaras.

I.1.2.1 Exploracion fisica

Puede aportar datos orientativos para el diagnostico sobre todo en fases avanzadas, ya que
en fases tempranas con sintomatologia minima o nula no suele ofrecer mucha informacion.
La deteccidon de signos de congestion venosa sistémica pasa por venas del cuello en busca
de hipertension venosa yugular, la palpitacion del higado para la deteccion de
hepatomegalia.

La congestion venosa pulmonar se manifiesta fundamentalmente por disnea, taquipnea a la
auscultacion. Estos predominan en las regiones pulmonares declives, por lo que suelen
aparecer de forma simétrica en ambos pulmones. El derrame pleural, sobre todo cuando es
bilateral, puede ser signo de congestion venosa pulmonar ya que las venas pleurales drenan
parcialmente en las venas pulmonares.

Los signos de bajo gasto cardiaco se manifiestan también en los casos evolucionados.
Puede presentarse como cianosis periférica debida a incremento de la extraccion tisular de
oxigeno, pulsos arteriales débiles y filiformes o signos de venoconstriccion y

arterioconstriccion periférica.



Es posible detectar un pulso alternante que es signo de disfuncion ventricular izquierda. La
palpitacién y auscultacion del corazon puede aportar una serie de signos sugerentes de
disfuncion ventricular. Suele existir un desplazamiento lateral y caudal del impulso apical.

A la auscultacion pueden escucharse soplos de insuficiencia mitral o tricuspide. La
presencia de un tercer ruido apical suele estar relacionado con dilatacion de cémaras,
aumento de la presion auricular izquierda y reduccion del gasto cardiaco, mientras que un
cuarto ruido apical esta relacionado con el descenso de la distensibilidad ventricular y con
una contraccion auricular fuerte. La coexistencia de tercer y cuarto ruidos produce un

ritmo cuadruple que en casos de taquicardia da lugar al ritmo de galope.

I.1.2.2 Radiografia de torax

Se suele observar cardiomegalia con dilatacion de las cuatro camaras, asi como signos de
congestion venosa pulmonar. Asi, puede encontrarse redistribucion superior de la
vasculatura pulmonar, aumento del tamafio de los hilios o una disminucién generalizada de
la vascularizacion (signo de insuficiencia derecha). Asi mismo, signos de edema pulmonar

intersticial o alveolar pueden estar presentes (Foseca C et al.2004).



1.1.2.3 Electrocardiograma

El electrocardiograma (ECG) muestra habitualmente cambios no especificos. Son
frecuentes los signos de crecimiento auricular izquierdo o biauricular, asi como cierto grado
de hipertrofia ventricular izquierda. En un pequefio numero de pacientes, pueden
observarse ondas que simulan necrosis cardiaca y que son originadas en zonas de fibrosis
ventriculares extensas que se comportan eléctricamente silentes. Las alteraciones
electrocardiograficas mas importantes en la CDI son las arritmias. De ellas, la mas
frecuente es la fibrilacion auricular. La taquicardia ventricular suele darse en casos
sintomaticos con disfuncion ventricular, siendo una causa frecuente de muerte subita en

estos pacientes (Morgera T et al. 2004).

1.1.2.4 Ecocardiografia en modo M

Puede mostrar un aumento del tamafio de las cavidades, un espesor de las paredes

frecuentemente normal y una disminucion en la fraccién de acortamiento.



I.1.2.5 Ecocardiografia bidimensional

Permite observar el corazon desde varios planos y en tiempo real, consiguiendo un célculo
mas preciso del tamafio de las camaras y el estudio de defectos segmentarios de
contractilidad. Esto ultimo consigue la deteccion de areas infartadas, manteniendo buena

correlacion con estudios isotopicos y electrocardiograficos (Maione S et al.1983).

1.1.2.6 Ecocardiografia doppler

Permite comprobar en muchos casos las regurgitaciones valvulares mitral y tricuspide,
incluso en ausencia de soplos. Pueden calcularse las presiones de ventriculo derecho y de
arteria pulmonar. Para controlar la evolucion de los enfermos, pueden realizarse
mediciones de gasto cardiaco mediante Doppler, combinadas con el célculo de la fraccion
de eyeccion y la dilatacion de las camaras obtenidos por eco bidimensional (Teske AJ et

al.2007).

1.1.2.7 Estudios isotopicos

La ventriculografia isotopica permite calcular la fraccion de eyeccion y el gasto cardiaco
con muy buena reproducibilidad con los obtenidos con los estudios hemodindmicos, asi
como valorar alteraciones globales o segmentarias de la contractilidad. Puede utilizarse
como medida no invasiva de la funcidon sistolica en estudios seriados para valorar la

evolucion de la enfermedad (Bengel FM et al. 2000).



1.1.2.8 Cateterismo cardiaco

El cateterismo cardiaco podria estar indicado para valoracion de la gravedad de alteraciones
valvulares, comprobar la existencia de patologia coronaria asociada, o valorar los efectos de
intervenciones terapéuticas. Pueden encontrarse un aumento de las presiones de llenado
ventriculares, reduccion del gasto cardiaco o aumento de las presiones en arteria pulmonar
(Hare JM et al. 1992).

Algunos de estos parametros se han relacionado con la mortalidad de la CDI. La
ventriculografia muestra un ventriculo izquierdo de tamafio aumentado que se contrae

débilmente.

1.1.2.9 Biopsia endomiocardica

Puede dar el diagnostico de certeza en algunos casos concretos de CDI. Sin embargo no se
recomienda su realizacion rutinaria ya que el hallazgo mas frecuente es el de una fibrosis

miocérdica inespecifica (Mills RM et al. 2004, Ardehali, H et al. 2004).



II. ANTECEDENTES:

I1.1 Patogenia de la Cardiomiopatia dilatada:

Las bases patoldgicas de la cardiomiopatia dilatada han sido un tema de amplio debate en

las ultimas décadas, a la fecha se han propuesto los posibles mecanismos:

I1.1.2 Hipétesis viral e inmunolégica:

Uno de los mecanismos patoldgicos que se ha propuesto para explicar el dafio al tejido
cardiaco es el mecanismo viral. En esta hipotesis se ha postulado que la cardiomiopatia
dilatada es una consecuencia directa de necrosis en miocitos causado por una infeccion
viral (coxsakie B) debido a infiltracion de células inflamatorias en el miocardio (Spotnitz
MD et al. 2006).

También se ha propuesto una hipdtesis, en donde la infeccion viral podria resultar en una
enfermedad autoinmune (Caforio AL et al. 1997). En la Figura 2 se esquematiza esta

hipotesis.



Virus

Mimetismo Ruptura en Clones de Necrosis en Insercion de
molecular mecanismos células T tejidos epitopes virales
supresores autoreactivas dentro del miocito
v v
Reaccion Transtornos en la Presentacion de Introduccion de
cruzada entre respuesta inmune del autoantigenos neoantigenos
autoanticuerpos huésped secuestrados en miocardicos
antivirales y el miocardio
antigenos
cardiacos

l

Ruptura de tolerancia de las células T en el miocardio de antigenos propios resultado en
una enfermedad autoinmune del corazon.

Figura 2. Mecanismo autoinmune en el corazon debido a una infeccion viral.
Tomado de Caforio AL et al. 1997.
Nota: Esta figura representa solo la hipdtesis, por la cual se cree que asi se origine la

respuesta de tipo autoinmune; sin embargo, esto no ha sido demostrado a la fecha.



Lit et al en el afo 2000 estudiaron necropsias de tejido cardiaco en 14 pacientes con
enfermedad de Keshan (una forma endémica de cardiomiopatia dilatada) en poblacion
China, encontrando en 9 de los pacientes residuos de enterovirus (Li Y et al. 2000).
También estos autores analizaron 19 biopsias de muestras de tejido miocardico de pacientes
con miocarditis y cardiomiopatia dilatada y estudiaron 11 controles quienes murieron
accidentalmente o por causa diferente a enfermedad cardiovascular, encontrando antigenos
virales que fueron detectados por inmunohistoquimica. En particular hubo presencia de
antigenos virales en 9 de los 11 casos de miocarditis y para cardiomiopatia dilatada 6 casos
de los 8 y en el grupo control no hubo evidencia alguna de antigenos virales (Li Y et al.
2000).

Por otro lado, en un estudio en biopsias en el ventriculo izquierdo de 19 pacientes
asintomdticos con cardiomiopatia dilatada, realizaron ensayos de PCR para detectar la
presencia de material gendmico de adenovirus, enterovirus o citomegalovirus. Como grupo
de controles positivos usaron tejidos miocardicos de pacientes quienes murieron de
miocarditis aguda. Dando como resultado solo en 2 casos la presencia de RNA viral, por lo
cual, los autores sugieren que los virus no participan en el rol patogénico de la
cardiomiopatia dilatada. Posteriormente, en un estudio realizado en el 2004, Fujioka
reporta 30 pacientes Americanos y 47 pacientes Japoneses con CDI y encuentra la
presencia de genomas virales en 7 de 30 pacientes Americanos y 15 de 47 pacientes

Japoneses (Fujioka S et al 2004).



En el 2005 Kiihl et al estudiaron biopsias endomiocardicas de 245 pacientes con disfuncion
del ventriculo izquierdo. Hicieron uso de PCR y RT-PCR para determinar la presencia de
material genomico de enterovirus, adenovirus, citomegalovirus humano, virus herpes
simple, virus Epstein-Barr, virus herpes 6 humano, parvovirus B19 y virus de la influenza
A y B. Encontrando el 67.4% del material viral genémico amplificado en el total de las
muestras y con una distribucion del 9.4% para enterovirus, 1.6% para adenovirus, 51.4%
para parvovirus B19, 21.6% para virus herpes 6 humano, 2% para Epstein-Barr, 0.8% para
citomegalovirus humano. Concluyendo, que las diferentes infecciones virales podrian ser
consideradas como factores que contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Kiihl U et al.
2005).

Por otro lado, se han detectado autoanticuerpos contra miosina, receptores beta-
adrenérgicos en el suero de pacientes con CD (Cafalorio AL et al. 1996, Matsui S et al.
1995). También se ha demostrado por estudios la expresion de genes de las proteinas de
choque térmico en biopsias de pacientes en el ventriculo izquierdo (Latif N et al. 1999).
Algo que hay que comentar es que durante una infeccion viral se puede inducir dafio al
miocardio, lo que conllevaria a la produccion de anticuerpos y estos a la vez podrian
perpetuar este dafio. Por lo cual esta produccion de anticuerpos podrian deberse como una
respuesta secundaria al dafio miocardico debido a la isquemia por la alteracion de
autoantigenos que normalmente son secuestrados por el sistema inmune (Fu M and Matsui

S. 2002).



I1.1.3 Alteraciones por defectos moleculares

Estudios moleculares desarrollados en familias con CD han demostrado defectos genéticos
que codifican para proteinas, las cuales, podrian ser causas primarias de CD, o podrian

actuar como factores predisponentes de la enfermedad.

Tabla 3. Lista de defectos moleculares en CD

GEN PROTEINA
DES Desamina
SGCD Sarcoglicano

MYH7 Miosina
TNNT2 Troponina T
TPM1 Tropomiosina
TTN Titina
VCL Metavinculina
ACTN Actina

Tomada de Fatkin et al. 2002.



L.I.I COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad del humano (MHC, del inglés, Mayor de
Histocompatibility Complex) abarca aproximadamente 4 Mb (Megabases) de ADN y se
localiza en el brazo corto del cromosoma 6 en la banda 6p21.3. Mas de 220 genes han sido
localizados en la region del MHC y aproximadamente el 10 % de éstos estan relacionados
con la respuesta inmune (Campbell RD and Trowsdale J 1997, The MHC sequencing
consortium, 1999, Beck S and Trowsdale J, 2000). El MHC se divide en tres regiones
llamadas clase I, clase Il y clase III (Figura 3).

LLL1 Region de clase I. La region de clase I es telomérica y se extiende 2 Mb de ADN
conteniendo 3 principales loci, los cuales son altamente polimoérficos y codifican para las
moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C que se expresan en la mayoria de las células
nucleadas. En la misma region se localizan otros genes llamados no clasicos de clase I que
codifican para las moléculas HLA-E, HLA-F y HLA-G.

Las moléculas HLA clase I estan formadas por una cadena o y una cadena 3. El gen de la
cadena o estd formado por 6 o 7 exones. El exon 1 contiene la region 5’ no traducida
(5°’UTR) del ARNm y codifica para la secuencia del péptido lider. Los exones 2, 3 y 4
codifican para tres dominios llamados al, a2 y a3, respectivamente (Ways JP et al. 1985);
los dominios al y a2 contienen los sitios polimorficos de union a péptidos antigénicos, que
son procesados y presentados por las células de antigenos (CPA) y son llamados sitios de
unién al péptido. El dominio a3 es conocido como dominio similar a la familia de las
inmunoglobulinas. El exon 5 codifica para el péptido de conexion y para la region
transmembranal. El exon 6 codifica para la region citoplasmatica y el exon 7 contiene la

region 3’ no traducida (3’UTR).



Figura 3. Organizacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad. (Tomada de

Carrascal-Pérez M. 2005)

L.I.1.2 Region clase II. La region de clase II es centromérica y se extiende 0.8 Mb. En esta
region se localizan 5 loci que codifican para las siguientes moléculas de HLA: HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM y HLA-DO, asi como otros 4 loci de genes que participan
en el procesamiento de antigenos que son presentados por moléculas de clase I; éstos son
los genes LMP2 y LMP7 que codifican para las sub-unidades del proteosoma y los genes

TAP1 y TAP2 que codifican para proteinas de la familia de los transportadores ABC.



Las moléculas de clase II estan formadas por 2 cadenas polipeptidicas a y B que se
expresan en las células presentadoras de antigenos, las cadenas polipeptidicas son
codificadas por 2 genes diferentes HLA-DRB1 y HLA-DRA1, formados por 6 y 5 exones,
respectivamente. El exén 1 de ambos genes contiene la region 5’UTR y codifica para el
péptido senal; el exén 2 de cada gen codifica para el dominio al y B1, este tltimo formando
la region polimorfica de las moléculas HLA-DR. En el caso de las moléculas HLA-DQ
ambos dominios contribuyen al amplio polimorfismo de estas moléculas. EI exén 3
codifica para el dominio de las inmunoglobulinas en ambas cadenas y el resto de los exones
codifican para las regiones transmembranal, péptidos de conexion, cola citoplasmatica, y la
region 3’UTR se localiza en el 0ltimo exon (Ways JP et al. 1985). (Figura 4)

LLL3 Region de clase III. La region de clase III o region central abarca un segmento de
aproximadamente 700 kb (kilobases) localizada entre la region de clase I y II. A diferencia
de las regiones clase I y clase II, los genes de clase III no participan en la degradacién y
presentacion de antigenos, pero si contiene genes que participan en los procesos
inflamatorios. Dentro de los genes de clase III se encuentran los que codifican

para proteinas que estan involucradas en la activacion del complemento (C2, factor B [FB]
y C4), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), linfotoxina P, proteinas de choque
térmico de 70 Kd (HSP70-1, HSP70-2 y HSP70-hom), asi como la enzima 21-hidroxilasa.

(Vargas-Alarcon et al, 1993).



Figura 4. Moléculas de clase I y II. (Tomada de Carrascal-Pérez M. 2005)

I.I.I.4 Inmunobiologia de las moléculas HLA clase I y clase II

Durante la respuesta inmune contra los patdégenos, las moléculas HLA son importantes para
distinguir si un antigeno durante su procesamiento viene del citosol (clase I) o de un
compartimiento vesicular (clase II).

HLA clase I. Las moléculas HLA clase I presentan antigenos originados en el citosol. Los
antigenos virales son presentados por HLA clase I. Durante la infeccion viral, el virus es
detectado por un receptor en las células presentadoras de antigenos y se introduce por
endocitosis formandose la vesicula endocitica. Una vez que el virus estd dentro del
endosoma, el ADN viral es liberado de la cépside (cubierta proteica que protege el ADN
viral) para ser liberado al citosol. Del citosol pasa al nucleo para integrarse al ADN
huésped, dando lugar a la replicacion viral. Una vez insertado el ADN viral, se inicia la

transcripcion y sintesis de las proteinas virales en el citosol.



Las proteinas virales del citosol son cortadas en péptidos por el complejo proteico llamado
proteosoma del cual forman parte las moléculas de bajo peso molecular LMP2 y LMP7 (del
inglés, Low Molecular Weight Proteins). Los péptidos originados en el proteosoma son
transportados al reticulo endopldsmico rugoso (RER) por las moléculas llamadas
transportadores, asociados con el procesamiento de antigenos TAP (del inglés, Transporters
associated with Antigen Processing). Dentro del RER, los péptidos se unen a las recién
formadas HLA clase I.

Asi, el péptido antigénico, unido a la molécula de HLA, sale de RER pasa a través del
aparato de golgi, para finalmente expresarse en la superficie de la CPA. La CPA presenta
el antigeno al receptor de células T (TCR) de los linfocitos CDS8", dicho reconocimiento
desencadena una respuesta citotoxica contra las células blanco (Hughes EA et al. 1997,
Belich MP and Trowsdale J, 1995).

HLA clase II. Las bacterias son el ejemplo de la clase de antigenos que son presentados
por las moléculas de clase II. Los receptores extracelulares de las CPA reconocen las
proteinas bacterianas y son interiorizadas, dando lugar a la formacion del endosoma
primario, el cual se fusiona con los lisosomas primarios del RER. Del lisosoma se liberan
las enzimas liticas que degradan el péptido bacteriano, formandose el endosoma tardio. Las
moléculas HLA clase II son sintetizadas en el RER, en el caso de HLA-DR, ésta se forma
como un dimero formado por las cadenas a y . A este dimero, dentro del RER, se le une
otra cadena polipeptidica llamada cadena invariable, dando lugar a un trimero, el cual sale
de RER y pasa al citoplasma a través del aparato de Golgi en un compartimiento

especializado 1llamado MIIC (MIIC, del inglés MHC class II Compartment).



La unién del endosoma tardio con MIIC favorece la degradacion de la cadena invariable,
quedando sélo un pequefio péptido unido al surco de unién al péptido de la molécula HLA-
DR y recibe el nombre de péptido de la cadena invariable asociado a clase II (CLIP, del
inglés Class Il-associated invariant chain péptide). En el RER se forma el dimero HLA-
DM, el cual en el citoplasma se fusiona con MIIC; de esta forma, la molécula HLA-DM
libera el CLIP de la molécula HLA-DR.

La ausencia del CLIP favorece la union del péptido bacteriano al surco de union al péptido
de la molécula HLA-DR y posteriormente, el HLA-DR, con el péptido unido, es expresado
por las células presentadoras de antigeno (Denzin LK et al. 1995, Nelson CA and Fremond
DH 1999). Las moléculas de HLA clase II expresadas en la CPA presentan los antigenos al
TCR de los linfocitos CD4 " para desencadenar una respuesta inmune contra los patogenos.
Seleccion de péptidos por el CMH. Este fendmeno esta determinado principalmente por
las caracteristicas estructurales del surco de unién al péptido en la molécula HLA, lo que
resalta la importancia de los polimorfismos en los genes HLA clase I y II, ya que las
secuencias de los exones 2 y 3 de los genes HLA clase I determinan las caracteristicas de
los sitios de unidn al péptido en las moléculas de HLA clase I, mientras que el ex6n 2 del
gen HLA-DRBI determina las caracteristicas de los sitios de unién al péptido en las
moléculas clase II. Los sitios de union a los péptidos en las moléculas HLA son conocidos

como “pockets” (P) (Collins EJ et al. 1994, Stern LJ et al. 1994).



Mecanismos de susceptibilidad a enfermedad y CMH

Moléculas HLA. Como ya se comentd, las moléculas de HLA clase I y II son altamente
polimorficas, lo cual influye en el tipo de péptido que se une a una molécula de HLA en
particular. Asi por ejemplo, la diabetes mellitus tipo I se ha asociado con los alelos HLA-
DQB1*0201 y *0302, estos alelos codifican para un polipéptido DQB1 que comparte una
secuencia en un sitio de union al péptido y que la distingue de otros alelos DQB1 que no se
asocian con la diabetes mellitus tipo I (Kwok WW et al. 1995). La enfermedad de
Goodpasture es otro ejemplo de cémo el polimorfismo influye en la susceptibilidad a la
enfermedad; los alelos asociados con Goodpasture son DRB1*1501 y DRB1*0401, que
comparten una secuencia que altera las caracteristicas estructurales

de la molécula HLA-DR a nivel de P4 en el surco de union al péptido y, por lo tanto, el tipo
de antigeno que se une. (Burns AP et al. 1995).

Se puede identificar una asociacion HLA-enfermedad mediante una tipificacion molecular
de un locus del HLA, pero la asociaciéon real puede ser con otros alelos ligados al alelo
tipificado y que se heredan juntos. Este aspecto ha puesto de relieve el concepto de
haplotipos de HLA extendidos, que hace referencia a grupos de genes ligados, tanto del
HLA clasico como los genes adyacentes que no son del HLA, que tienden a heredarse
juntos como una sola unidad.

Por otro lado en muchas enfermedades autoinmunitarias, las moléculas del HLA que no

estan relacionadas con la enfermedad so6lo en sus hendiduras de unién al péptido.



Cabe mencionar que los residuos polimoérficos de las moléculas del CMH se localizan en
las hendiduras y en posicion adyacente a ellas, y la estructura de las hendiduras es el
determinante clave de las dos funciones de las moléculas del CMH, a saber, la presentacion
de antigenos y el reconocimiento por las células T. Por lo cual esto representa el principal
concepto general de que las moléculas del CMH influyen en el desarrollo de autoinmunidad
controlando la seleccion y la activacion de células T.

Es importante mencionar que las secuencias del HLA asociadas a la enfermedad también se
encuentran en individuos sanos. De hecho, si todos los sujetos portadores de un alelo del
HLA asociado a una enfermedad especifica se siguieran prospectivamente, se comprobaria
que la inmensa mayoria nunca adquirird la enfermedad. Por consiguiente, la expresion de
un HLA determinado no es por si misma la causa de una enfermedad autoinmunitaria, sino
que puede ser uno de varios factores que contribuyen a la autoinmunidad (Abbas AK et al.
2002).

El mimetismo molecular es otro mecanismo que puede desencadenar una respuesta
autoinmune, donde ciertas moléculas HLA presentan un antigeno extrafio a las células T,
desencadenando una respuesta inmune (reaccion cruzada) en contra de proteinas propias
del organismo. La reaccion cruzada se desencadena debido a la similitud entre el antigeno

y la proteina propia (mimetismo molecular) (Oldstone MB, 1998).



L.V MARCADORES HLA EN LA CARDIOMIOPATIA DILATADA

Estudios previos han reportado el incremento en la frecuencia del antigeno HLA-DR4 en
un grupo de pacientes con CD (Anderson JL et al. 1984). Posteriormente también se
establecio un incremento en las frecuencias de los alelos HLA-Dr4, DRW6 y DQW4 en los
pacientes con la enfermedad (Carlquist JF et al. 1991).

Otros estudios han reportado en pacientes caucasicos establecid, que los alelos que se
asociaron con la susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad fueron el HLA-B15 y del
HLA-DQ3 (Osa A et al. 1999). Un estudio en pacientes en poblacion negroide demostr6 el
incremento en la frecuencia de los antigenos de HLA-DR1 (Maharaj B et al. 1990). Otro
estudio en pacientes de origen caucasico se ha asociado con el antigeno HLA-DR4, HLA-
DR1 y HLA-DRS. Los subtipos de DR4 en estas poblaciones *0401, *0404 y *401.
(Martinetti M et al. 1992). En la poblacion China demostraron que el HLA-DA1*501
confiri6 susceptibilidad para la cardiomiopatia dilatada y el HLA-DQA1*201 confiri6

proteccion contra el padecimiento (Liu W et al. 2005).



V GENES DE CLASE III DE RELEVANCIA EN LA CARDIOMIOPATIA

DILATADA.

Hsp70. El gen de la proteina de choque térmico, codifica una proteina altamente inducible
importante para la reparacion, ensamblaje y transporte de proteinas a nivel intracelular
(Beckman RP et al. 1990). Los genes estructurales estan contenidos en el MHC entre el
gen de C2 y los genes el TNF (Sargent CA et al. 1989).

Las proteinas de estrés fueron descritas por primera vez en 1962 por Ritossa en células de
las glandulas salivares de Droséfila, después de ser expuestas a 37°C durante 30 minutos y
a continuacioén a su temperatura normal de 25°C, lo que producia un incremento en la
sintesis de proteinas con peso molecular de 70 y 26 kDa. Estas proteinas fueron llamadas
heat shock proteins (Hsp) (Ritossa FM 1962).

Son proteinas presentes en todas las células que intervienen en la funcion de sintesis
proteica, uniéndose a las proteinas nacientes para dirigir su plegamiento, lo que garantiza su
estructura tridimensional y con ello su funcionamiento correcto. Ademas son capaces de
unirse a péptidos y proteinas dafiadas por diversos tipos de agresiones, facilitando su
reparacion o degradacion. Cuando la célula se expone a circunstancias adversas se produce
un rapido aumento en las concentraciones de Hsp. Son inducidas en respuesta a un amplio
espectro de agresiones fisiologicas y ambientales: infeccion viral, inflamacion, fiebre,
exposicion de las células a compuestos quimicos, citocinas, anoxia, shock térmico, pH
acido, etc. Este es un mecanismo de defensa que permite a la célula adaptarse a
condiciones anémalas y aumentar su capacidad de supervivencia (Moseley P 2000, Kiang

JG, Tsokos GC 1998).



Los diferentes tipos de condiciones que dan lugar a una elevada expresion de genes de

shock térmico se clasifican como aparecen en la tabla 4.

Tabla 4. Diferentes condiciones que inducen la expresion de Hsp.

Condiciones fisioldgicas Condiciones patolégicas | Condiciones ambientales

Infeccion producida por
Ciclo celular Shock térmico
Virus, bacterias y parasitos

Factores de crecimiento Fiebre Metales pesados
Diferenciacion celular Inflamacion Inhibidores metabdlicos
Desarrollo tisular Isquemia-reperfusion Antibioticos
Estimulacién hormonal Autoinmunidad Radiacion

Tomada de Kiang JG, Tsokos GC 1998.

Estudios previos sugieren que las Hsp toman péptidos andmalos (antigenos) y directamente
o a través de moléculas los trasladan al exterior de la superficie celular. Asi los péptidos
anomalos actian como sefiales de alarma que alertan al sistema inmunolégico que la célula
esta dafiada. Por tanto, cuando se detectan fuera de la célula indican que esta ha sido
agredida, o incluso que ha sido destruida, expulsando todo su contenido. Una vez que los
complejos de Hsp y péptidos estdn fuera de la célula son detectados por el sistema
autoinmune a través de macréfagos y células dendriticas, denominadas Células

Presentadoras de Antigenos (CPA).



Después de ser detectado, el complejo de Hsp entrard dentro de estas células a través del
receptor CDO91, alli las CPA presentan en su superficie al péptido que forma parte del
complejo de Hsp, que al ser antigénico pueden estimular una respuesta inmune (Srivastava

PK 2008) (Figura 5)

Figura 5. Activacion de respuestas inmunitarias

Tomada de Srivastava PK 2002.

Por otro lado también se cree que las Hsp originen una respuesta inmunitaria, ya que €stas
proteinas podrian ser altamente conservadas entre patégenos y huésped, lo que favorece la
produccion de una reaccidon cruzada entre las proteinas del huésped y del patdgeno, las
primeras actian como antigenos (autoantigenos) y provocan enfermedades autoinmunes,
tales como diabetes mellitus insulinodependiente, artritis reumatoide, esclerosis multiple

(Raska M y Weigl E 2005).



ESTRUCTURA GENETICA

Los genes que codifican para las Hsp70 estan ubicados en el brazo corto del cromosoma 6
en la region p21.3, dentro del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase III.
Existen 3 genes que codifican para las Hsp. El gen de las Hsp70-1 tiene un tamafio de 2.4
Kd y esta conformado por 3 exones; los cuales codifican para una proteina de 641
aminoacidos (Shimizu S et al. 1999). El polimorfismo de esta Hsp70-1 es una mutacion
sinébnima, en donde el cambio de base no repercute en la substitucion del aminoacido
(Milner CM and Campbell RD 1992).

En el caso de Hsp70-2, también carece de intrones, codifica para una proteina de 641
aminodcidos, ademas Hsp70-1 y -2 contienen la misma secuencia la cual, solo difiere de 8
pb. El polimorfismo de esta Hsp70-2 también, es una mutacion sinénima, en donde el
cambio de base no repercute en la substitucion del aminoéacido. (Milner CM and Campbell
RD 1992)

Por ultimo las Hsp70-hom, presenta relevancia ya que la transicion de T por C resulta en la
substitucion de metionina por treonina en la posicion 493, la cual se encuentra ubicado en

el sitio de union del péptido. (Milner CM and Campbell RD 1992)

PROCESOS PATOLOGICOS

En los pacientes con lesiones traumaticas se ha demostrado un aumento en la expresion de
Hsp. En este caso realizaron un estudio comparando 2 grupos de personas, uno de
voluntarios sanos y otro de personas, uno de personas que padecian algin traumatismo.
Los resultados indican que los niveles de Hsp en los enfermos eran mucho mas elevados

que en los voluntarios sanos.



Se ha observado un aumento en la expresion de Hsp en tejidos neoplasicos del ovario,
mama, endometrio y aparto digestivo (Hashiguchi N et al. 2001).

En varios estudios se ha propuesto la importancia de estos genes en la susceptibilidad al
desarrollo de enfermedades autoinmunes, en particular en lupus eritematoso sistémico
(Villalobos-Hurtado R et al. 2003, Pablos JL et al. 1995).

En el caso de la aterosclerosis, es un proceso multifactorial iniciado por la acumulacion de
macrofagos en distintas areas de dafio celular o endotelial seguido por la incorporacion de
gran cantidad de lipidos. Son muchos los factores enddgenos y exdgenos que determinan
su aparicion. Estudios han revelado asociaciones entre niveles plasmaticos de anticuerpos
anti-Hsp y enfermedades cardiovasculares. También se han mostrado estos niveles
aumentados como factor de riesgo en la aterosclerosis grave. La expresion de Hsp60 en la
placa de ateroma ha sido correlacionada con la gravedad de la aterosclerosis. Las proteinas
Hsp60 y Hsp70 han sido las mas estudiadas en relacion con la aterosclerosis (Mehta TA et
al. 2005). Se ha observado que las Hsp60 se localizan selectivamente en las lesiones
aterosclerdticas y no en las regiones no aterosclerdticas. En lesiones ateroscleroticas

avanzadas hay una sobreexpresion de Hsp70.



TNF-a. Es una citocina importante en la patogénesis en la CD. El gen que codifica el TNF-
a esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 en la regién p21.3, dentro del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase III. Se ubica entre los loci del HLA-B (region
MHC clase I) y HLA-DR (MHC clase II) (Wilson AJ et al. 1991). El gen TNF-a tiene un
tamafio de 3.6 Kb y estd conformado por cuatro exones; el primero se encarga de codificar
una proteina precursora de 233 aminoacidos, mientras que los tres restantes codifican para
cada uno de los monoémeros que conforman la proteina activa. Ademas este gen posee tres

intrones cuya funcion es desconocida (Figura 6) (Vilcek J et al. 1991).

El gen del TNF- a posee varios sitios polimorficos en la region codificante y en su
vecindad. Los mas frecuentes son los polimorfismos de un unico nucledtido (SNP), que
consisten en el cambio de un nucledtido que puede detectarse en cualquier lugar del DNA,
ya sea en las secuencias reguladoras en el extremo 5 (promotor) en la secuencia
codificante o después de la region codificante (region no transcrita del extremo 3° [UTR]).
Uno de estos polimorfismos se encuentra en la posicion -308 en la presencia de guanina
define el alelo TNF1 o TNF308G y la presencia de adenina define el alelo TNF2 o TNF308
(Wilson AG et al. 1992). Se ha demostrado que el TNF2 tiene una mayor actividad
transcripcional que el alelo TNF1. Otro polimorfismo se ubica en la posicion -238, donde
existe un cambio de una guanina por una adenina, definiendo los alelos TNFG y TNFA,

respectivamente (Wilson AG et al 1997).
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Figura 6. Conformacion génica del TNF-a. El gen del TNF-a es representado en la parte
superior, en el brazo corto del cromosoma 6, en la posicion 6p21.3, formando parte del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase III. En esta region se encuentran genes que
codifican para las moléculas TNF-a t TNF-, ademas estan los genes para la linfotoxina.
Cada uno de estos genes es codificado en la direccién que indican las flechas y son
regulados de forma independiente. Ademas, se indica la ubicaciéon de las regiones
polimorficas, hasta ahora identificadas para el gen TNF, las cuales comprenden 5
microsatélites (denominados con letras a, b, ¢, d, €) y 19 cambios de Unico nucledtido

(SNP).



Los pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada (estadio final de la CDI) tienen niveles
elevados de TNF-a en circulacion sin embargo, algo muy importante, es que el TNF-a
puede producir remodelacion ventricular izquierda y cardiomiopatia en humanos. Por lo
anterior sugiere que el TNF-a puede contribuir en la patogénesis de la enfermedad.
Experimentos en animales muestran que los mecanismos por los cuales el TNF-a induce
contractilidad anormal es por la reduccion del calcio intracelular y posiblemente la
induccion de 6xido nitrico, ambos mecanismos se sabe alteran la contractilidad. En ratones
transgénicos que sobre expresan TNF-o en el miocardio, se ha observado que este TNF
afecta directamente la funcion sistélica, lo que conlleva a muerte muy prematura en dichos

ratones.

La explicaciéon a este fendmeno es que periodos prolongados de exposicion miocardica al
TNF-a resulta en cambios estructurales del miocardio llevando con el tiempo al desarrollo
de la cardiomiopatia dilatada. Los dos principales mecanismos que promueven dafio
cardiaco en humanos, son la hipertrofia y apoptosis. También se ha observado que estos
ratones transgénicos padecen de hipertrofia ventricular, que es uno de los eventos
principales en el desarrollo de la cardiomiopatia dilatada. Por lo anterior sugiere que el

TNF-a puede contribuir en la patogénesis de la enfermedad.

Existen pocos datos en la literatura acerca de la asociacion de los polimorfismos del TNF-a
y el desarrollo de la CD. Ito y cols en el 2000 reportaron en poblacion japonesa,
incremento del genotipo T2T2 del polimorfismo -308 en pacientes con CD con respecto al
grupo control (p=0.0084) Sin embargo, este polimorfismo no resultdé asociado con las

caracteristicas clinicas (Ito M et al. 2000).



Tabla 5. TNF-a en enfermedades cardiovasculares en diferentes poblaciones.

POLIMORFISMO | ENFERMEDAD RESULTADO REFERENCIA

Enfermedad Arterial | No asociado Allen, R.A et al

238 coronaria. Ingleses. 2001.
Enfermedad Arterial | No asociado Herrmann, S.M et
coronaria. Franceses. al 1998.
Infarto agudo al | Asociado Padovani, J et al
miocardio. Brasilefios. 2000

-308 Angina inestable. No asociado Appoloni, O et al

Infarto
miocardo.

agudo al

Belgas.

Asociado
Franceses

2004.

Bernard, V et al
2003.




VI. OBJETIVO GENERAL

Determinar con técnicas moleculares los polimorfismos de los HLA-DR, -DQ, TNF-a y
hsp70 en un grupo de pacientes mexicanos con Cardiomiopatia dilatada, con el fin de
definir si existe alguna relacion entre dichos polimorfismos y la susceptibilidad genética a

esta enfermedad.

VI.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la frecuencia de los alelos de los genes HLA-DR, -DQ, TNF-a (-238 y -308)

y HSP70-hom en un grupo de pacientes mexicanos con cardiomiopatia dilatada.

2. Determinar la frecuencia de estos alelos en un grupo control del mismo origen étnico.

3. Comparar las frecuencias entre los dos grupos de estudio para definir si algin alelo

pudiera estar confiriendo susceptibilidad genética para el desarrollo de dicho padecimiento.



VIIL JUSTIFICACION

Las proteinas para las cuales codifican los genes HLA-DRB1, HLA-DQB1, TNF-a y
HSP70-hom son importantes en la patogénesis de la CDI, lo que hace a estos genes
candidatos para el estudio de susceptibilidad genética en CDI. Algunos alelos de estos
genes ya han sido asociados con susceptibilidad al desarrollo de CDI, pero dada las
caracteristicas de la estructura genética de nuestra poblacion, los alelos asociados con CDI
en los pacientes mestizos mexicanos pueden ser diferentes a los de otros grupos étnicos

estudiados.



VIIL. HIPOTESIS

Si el HLA participa en la seleccion del repertorio para la presentacion antigénica, el TNF en
el proceso inflamatorio y Hsp70 son chaperoninas con participacion en la respuesta
inmune, en particular en el procesamiento de antigenos y estos eventos participan en la
CDI, entonces los polimorfismos de los genes que codifican para estas proteinas podrian ser
marcadores de susceptibilidad o proteccion para este padecimiento en la poblacion

mexicana.



IX. METODOLOGIA

Materiales y Métodos

IX.1 Sujetos de estudio:

Pacientes: El estudio incluyo a 52 pacientes con diagndstico de cardiomiopatia dilatada
idiopatica (CDI), captados en la consulta externa del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” durante el periodo de enero de 2003 a enero de 2007. Como grupo de
comparacion se incluyeron a 99 controles sanos no relacionados. Para ser considerado
sano, el individuo debio estar libre de sintomas y sin antecedentes de cualquier enfermedad,
en particular enfermedades cardiovasculares y autoinmunes. Como requerimiento adicional
para ambos grupos, se considero que el individuo estudiado y dos generaciones previas a €l

hubieran nacido en México.

IX.2 Criterios de inclusion:

1. Que tanto pacientes como controles, asi como sus dos Ultimas generaciones fueran
nacidas en México.

2. Que los pacientes fueran diagnosticados de acuerdo a los criterios clinicos establecidos
en el Departamento de Cardiologia de adultos del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez”.

3. Que los individuos control no presentaran antecedentes de enfermedades

cardiovasculares y/o autoinmunes.



IX.3 Criterios de exclusion

1. No ser mexicanos
2. Individuos de grupo control con antecedentes de enfermedades cardiovasculares y/o
autoinmunes.

3. No estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion.

IX.4 Diseiio experimental

Este estudio es transversal de casos y controles.

Requerimientos adicionales para ambos grupos (pacientes y controles).

1. A todos los individuos se les invito a participar en el presente estudio y se obtuvo
consentimiento informado voluntario.

2. El estudio fue de riesgo minimo ya que solo incluyo la venopuncion antecubital para la
obtencion de 10 ml de sangre periférica.

3. El proyecto cumplié con los requisitos del comité institucional de ética e investigacion

del Instituto Nacional de Cardiologia.



X. ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias de alelos y genotipos se obtuvieron por conteo directo y en cada grupo de
estudio se evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg usando la prueba de chi-cuadrada. Las
frecuencias de los alelos en los pacientes se compararon con las de los controles utilizando
pruebas estadisticas no paramétricas como la chi-cuadrada y la exacta de fisher. El valor de
p fue corregido por el método de bonferroni multiplicando por el nimero de comparaciones
realizadas en cada caso y en cada comparacion se obtuvo la razéon de momios (RM)

utilizando el método de Woolf (Woolf B, 1955).



XI. RESULTADOS

Las frecuencias alélicas de los alelos HLA-DR en pacientes con cardiomiopatia dilatada
idiopatica y controles son mostradas en la tabla 6. Al analizar las frecuencias de cada uno
de los grupos de estudio de los genes se observaron que todos se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg. En los pacientes se observo un incremento en la frecuencia del alelo
HLA-DR4 al comparar con los controles (pC 0.02, RM= 1.87, IC95%= 1.08 — 3.23). Sin
embargo, también en la tabla 6, los pacientes con CDI también presentaron disminucion en
la frecuencia del alelo HLA-DR11 (pC= 0.03, RM= 0.26, IC95%= 0.06 — 0.95). En la tabla
7, cuando analizamos el locus DQB, se encontré un incremento en las frecuencias de los
alelos HLA-DQB*0301 (pC= 0.02, RM= 1.92, 1C95%=3.48) y HLA-DQB*0302 (pC=
0.02, RM= 1.87, IC95%= 3.23) en el grupo de los pacientes con CDI con respecto al grupo
control. Los pacientes también mostraron una disminucion en la frecuencia de los alelos
HLA-DQB*0201 (pC= 0.04, RM=0.41, 1C95%=0.17 — 0.97).

Con respecto al polimorfismo del TNF-a en la posicion -238 y -308, presentaron
frecuencias alélicas y genotipicas similares en el grupo de pacientes con CDI con respecto
al grupo control (Tabla 8).

Por ultimo, en el polimorfismo del gen de hsp70 hom, se obtuvieron frecuencias alélicas y
genotipicas similares en el grupo de pacientes con CDI cuando se compararon con el grupo

control (Tabla 9).



Tabla 6. Frecuencias génicas (fg) de alelos HLA-DR en pacientes con cardiomiopatia

dilatada idiopatica y grupo control.

HLA Pacientes Controles pC RM 1IC95%
(n=53) (n=99)
n fg n fg

DR1 3 0.028 10 0.050

DR3 2 0.018 11 0.055

DR4 39 0.367 47 0.237 0.02 1.87 1.08-3.23

DR7 6 0.056 22 0.111

DRS 16 0.150 33 0.166

DR9 0 0.000 3 0.015

DR10 0 0.000 1 0.005

DRI11 3 0.028 20 0.101 0.03 0.26 0.06—0.95

DR12 0 0.000 2 0.010

DR13 6 0.056 10 0.050

DR14 16 0.150 21 0.106

DR15 9 0.084 13 0.065

DR16 6 0.056 5 0.025

Abreviaturas: fg = frecuencias génicas, HLA = Antigenos leucocitarios humanos, RM=

Razon de momios, pC = P corregida, IC95% = Intervalo de confianza al 95%.



Tabla 7. Frecuencias génicas (fg) de HLA-DQB1 en pacientes con cardiomiopatia dilatada

idiopatica y grupo control.

HLA Pacientes Controles pC RM IC95%
(n=53) (n=99)
n fg n fg
0501 3 0.028 12 0.060
0502 0 0.000 5 0.025
0503 0 0.000 9 0.045
0504 0 0.000 1 0.005
0602 9 0.084 15 0.075
0603 0 0.000 4 0.020
0604 0 0.000 3 0.015
0201 8 0.075 33 0.166 0.04 041 0.17-0.97
0301 31 0.292 35 0.176 0.02 192 1.06-3.48
0302 39 0.367 47 0.237 0.02 1.87 1.08-3.23
0304 0 0.000 1 0.005
0402 16 0.151 33 0.166

Abreviaturas: fg = frecuencia génica, HLA = Antigenos leucocitarios humanos, RM =

Razoén de momios, pC = P corregida, IC 95% = Intervalo de confianza al 95%.



Tabla 8. Frecuencias alélicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg) de TNF-a -238 y -308 en

pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica y grupo control.

TNF-a -238 Pacientes Controles pC RM IC
(n=45) (n=99)

Alelo n fa n fa

A 5 0.055 15 0.076 NS ---

G 85 0.944 183  0.924 NS ---

Genotipo n fg n fg

GG 40 0.888 85 0.859 NS ---

AG 5 0.111 13 0.131 NS ---

AA 0 0.000 1 0.010 NS ---

TNF-a -308 Pacientes Controles pC RM IC
(n=45) (n=101)

Alelo n fa n fa

Tl 88 0.997 199  0.957 NS ---

T2 2 0.022 3 0.014 NS ---

Genotipo n fg n fg

T1T1 43 0.955 98 0.970 NS ---

T1T2 2 0.044 3 0.029 NS ---

T2T2 0 0.000 0 0.000 NS ---

Abreviaturas: fg = frecuencia génica, TNF = Factor de Necrosis Tumoral, RM = Razén de

momios, pC = P corregida, IC 95% = Intervalo de confianza al 95%.



Tabla 9. Frecuencias alélicas (fa) y frecuencias genotipicas (fg) de hsp70 hom en pacientes

con cardiomiopatia dilatada idiopatica y grupo control.

hsp70 hom Pacientes Controles pC RM IC
(n=50) (n=99)

Alelo n fa n fa

A 95 0.950 190  0.950 NS ---

B 5 0.050 8 0.040 NS ---
Genotipo n fg n fg

AA 41 0.820 88 0.888 NS ---

AB 4 0.080 10 0.101 NS -—-

BB 0 0.000 1 0.010 NS ---

Abreviaturas: fg = frecuencia génica, HSP70 hom = Proteina de choque térmico hom, RM

= Razén de momios, pC = P corregida, IC 95% = Intervalo de confianza al 95%.



XII. DISCUSION

Las respuestas inmunes son mediadas a través de genes localizados en la region del MHC
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad), cuyos productos tienen la funcién de presentar
antigenos para su reconocimiento por las células T (Bender JR, 1991). Hay dos principales
tipos, las moléculas clase I, las cuales presentan péptidos citosolicos a los linfocitos T CD8"
y las moléculas clase II, las cuales presentan péptidos extracelulares a los linfocitos CD4".
El HLA-DR es uno de las tres mayores subregiones dentro de la region clase I del MHC en
el cromosoma 6 humano. Se ha documentado que los pacientes con CDI presentan niveles
incrementados de células T helper positivas para HLA-DR y células supresoras citotoxicas,
cosa que no se observa en pacientes con insuficiencia cardiaca e individuos sanos
(Ronnblom LE et al. 1991). La disminucién de la actividad de las células asesinas
naturales es un marcador de riesgo en el 50% de pacientes con CDI asociada con HLA-A3.
Por otro lado, los pacientes con CDI presentan reactividad celular autoinmune contra
miocitos ademas de anticuerpos con reactividad cruzada contra péptidos sintéticos del virus
coxsakie B y contra una proteina transportadora ADP/ATP (Anderson JL et al. 1982,
Kearney MT et al. 2001). Varios estudios sugieren que la cardiomiopatia dilatada ocurre
como resultado de mutaciones en genes que codifican para una variedad de proteinas,

incluidas proteinas del sarcomero y proteinas estructurales (Morita H et al. 2005).



Considerando la participacion del sistema inmune en la etiologia de la CDI, varios estudios
sugieren que la susceptibilidad genética para la CDI esta asociada a los alelos de clase II del
MHC. Sin embargo, los resultados son inconstantes y se han visto discrepancias entre los
diferentes estudios poblacionales. Esto puede explicarse en parte por las diferencias étnicas
en la distribucién de los alelos HLA en diferentes poblaciones, o por las diferentes técnicas
utilizadas en la determinacion de los alelos HLA. En el presente estudio se detecté una
asociacion significativa de la CDI con el alelo HLA-DR4. Esta asociacion ha sido
previamente reportada en varias poblaciones caucasicas (Limas CJ 1996, Komajda M et al.
1987, Carlquist JF et al. 1994, Limas CJ and Limas C, 1989, McKenna CJ et al. 1997). Sin
embargo, el analisis de subtipos no se realiz6 en estos estudios. En nuestro trabajo nosotros
analizamos la distribucion de los subtipos HLA-DRB*04 en los pacientes con CDI y
controles para definir si un subtipo especifico de HLA-DR4 podria estar asociado con la
susceptibilidad para desarrollar la enfermedad. A este respecto observamos una
distribucion similar de los subtipos HLA-DR4 en los pacientes con CDI y controles
sugiriendo que secuencias presentes en todos los subtipos DR*04 podrian estar
involucradas en el desarrollo de la enfermedad. Cabe comentar que el HLA-DR4 es el
alelo mas frecuente en la poblacion mestiza mexicana, asi como en diversos grupos
indigenas mexicanos estudiados a la fecha (Vargas-Alarcon G et al. 2000). El alelo HLA-
DR4 esta asociado con varias enfermedades tales, como artritis reumatoide, prurigo
actinico, diabetes mellitus tipo I en varias poblaciones incluyendo la mexicana
(Grabczynska SA et al. 1999, Harfouch-Hammond EH et al 1996, Hawke S et al. 1999,

Reohr PB et al. 1992, Wordworth BP et al. 1991, Ruiz-Morales JA et al. 2004).



Por otro lado, se detectd el incremento de las frecuencias de los alelos HLA-DQB1*0301 y
—DQB1*0302 en los pacientes con CDI con respecto al grupo control. El incremento de la
frecuencia de DQB1*0301 podria ser independiente de otros alelos, mientras el incremento
de -DQB1*0302 podria deberse al conocido desequilibrio de union entre HLA-DR4 y este
alelo que se ha reportado en varias poblaciones. También se encontraron dos alelos con
frecuencias disminuidas en nuestro grupo de pacientes (HLA-DR11 y HLA-DQB1*0201),
estos alelos podrian considerarse como alelos protectores en el desarrollo la CDI. El
mecanismo por el cual los genes del HLA podrian determinar susceptibilidad para la
cardiomiopatia dilatada idiopatica no es completamente claro. Los genes del MHC regulan
la respuesta inmune en contra de infecciones, unen y presentan antigenos hacia la célula T y
tienen una participacion importante en la seleccion del repertorio de la célula T. La
frecuente deteccion de un genoma viral en la cardiomiopatia dilatada sugiere que las
infecciones virales participan en la patogénesis de la enfermedad (Poller W et al. 2005).

Por otro lado, diversos estudios sugieren que el proceso inflamatorio juega un papel
preponderante en el desarrollo de la cardiomiopatia dilatada. Dado esto, el estudio de
moléculas que participan en este proceso inflamatorio es de suma importancia para
establecer la fisiopatogenia de este padecimiento. Una de las moléculas mas reconocidas a
este respecto es el TNF-a, el cual es una de las principales citocinas proinflamatorias.
Algunos estudios han reportado niveles incrementados de TNF-a en el suero de pacientes

con CD.



El gen del TNF-a se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y presenta varios sitios
polimorficos ubicados en la region promotora del gen. Dos de ellos son los mas estudiados
a la fecha (posiciones -238 y -308) debido a su papel en la regulacion de la transcripcion y a
su frecuencia en las poblaciones analizadas. Estos polimorfismos han sido asociados con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares incluyendo el TAM. En nuestro trabajo
estudiamos la distribucién de los polimorfismos -238 y -308 del TNF-a en un grupo de
pacientes mexicanos con CDI y en un grupo de controles sanos.

Los polimorfismos TNF- 238 y -308 son de los mas estudiados debido a sus implicaciones
a nivel biologico. El gen del TNF-a esta regulado por varios factores de transcripciéon como
el NF-xB y el AP-1. Estos factores son activados a través de vias de sefializacion
intracelular modulando asi, en la célula huésped, la expresion del gen. Algunos estudios
han establecido que los individuos que portan el genotipo homocigoto —308 T2, presentan
incremento en la transcripcion del gen y a nivel sérico, niveles elevados de la citocina. Esto
al compararlos con individuos que portan los otros genotipos (Wilson AG et al. 1997). De
forma importante, los estudios en modelos animales demuestran que la mayor expresion de
TNF-a se relaciona con inflamacidon miocardica, hipertrofia cardiaca, dilatacion progresiva
e incremento de apoptosis, lo cual conlleva a la insuficiencia cardiaca o muerte. Otros
estudios realizados en ratones knockout, en los cuales el gen del TNF- a ha sido deletado
muestran disminucion del infiltrado de macréfagos en el miocardio infartado. Por el
contrario, otro grupo de ratones con altos niveles de TNF-o presentaron importante dafio

cardiaco.



Aunque la funcion bioldgica precisa para el estrés inducido por la expresion de TNF-a en
el corazon todavia es desconocida, la observacion de que TNF-a induce una respuesta
hipertréfica y apoptosis en los miocitos cardiacos sugiere que este tiene un papel
importante en la homeostasis miocardica.

Las diferencias observadas entre nuestro estudio y los previamente publicados pueden
deberse a las diferencias étnicas de los grupos estudiados. El grupo Mestizo Mexicano es
un grupo bien caracterizado desde el punto de vista genético. Diversos estudios analizando
marcadores de varios cromosomas establecen que este grupo €tnico presenta una mezcla de
aprox. 56% de genes indigenas, 40% de genes caucasicos y un 4% de genes negroides. Esto
hace al mestizo mexicano un grupo unico en el cual no pueden aplicarse estudios de
marcadores genéticos previamente analizados en otras poblaciones.

Estudios como el que reportamos son obligatorios si queremos definir marcadores
genéticos asociados al desarrollo de enfermedades en nuestra poblacion.

A pesar de que nosotros no encontramos asociacion entre los polimorfismos del TNF y
HSP70 hom en el desarrollo de CDI, hay que considerar que la CDI es un padecimiento
multifactorial. Por esta razon creemos pertinente el estudiar otros genes que codifican para
moléculas inflamatorias que de una u otra forma podrian estar involucrados en los procesos

que llevan al desarrollo de CDI.



XIII. CONCLUSIONES

1. El alelo HLA-DR4 esta asociado con la susceptibilidad al desarrollo de la CDI.

2. El alelo HLA-DRI11 podria ser un marcador de proteccion genética para esta
enfermedad.

3. Los alelos HLA-DQB*0301 y *0302 se encuentran asociados como marcadores de
susceptibilidad genética para la CDI.

4. El alelo DQ*0201 podria ser un marcador de resistencia genética para la CDI.

5. Con respecto al TNF-a, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas por
lo cual consideramos que los polimorfismos de este gen no estan asociados al desarrollo de
la CDI.

6. Por ultimo en las hsp70 hom, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas, entonces este polimorfismo no esta asociado al desarrollo de la CDI.



XIV. ANEXOS

XIV.1 TECNICA DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

10.
11.

12.

Se extraen de 5 a 10 ml de sangre periférica recolectada en un tubo de tapa lila con
EDTA como anticoagulante.

Se centrifuga la muestra de sangre a 3000 rpm durante 5 minutos y se elimina el
plasma.

Transferir el paquete rojo a un tubo falcon y adicionar 5 ml de TKM1 mas 125 pl de
triton, mezclar perfectamente hasta que el triton se homogenice.

Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min., eliminar el sobrenadante y mantener el
boton.

Si el boton esta muy rojo, realizar otro lavado con TKMI sin agregar triton y
centrifugar a 3000 rpm durante 5 min. Repetir este paso hasta que el botdn se vea
blanco.

Adicionar 800 u de TKM2 y 50 ul de SDS al 20%.

Mezclar hasta que ya no se vea el boton y entonces incubar a 55° C por 15 min.
Adicionar 300 pl de NaCl = 6 M, mezclar y centrifugar a 3000 rpm durante 10
minutos.

Transferir el sobrenadante a dos tubos eppendorf de 1.5 ml y adicionar 1000 ul de
etanol absoluto a temperatura ambiente, mezclar por inversion hasta que precipiten
las hebras de DNA.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min. y tirar el sobrenadante.

Lavar el boton de DNA con 1000 pl de etanol al 70% frio, centrifugar a 14 000 rpm
durante 5 min., tirar el sobrenadante.

Secar el boton de DNA durante 20 min., ya seco este se resuspende en 250 ul de

T.E., se mezcla e incuba durante 15 min. a 55°C.



Cuantificacion v ajuste de DNA

- En un espectrofotometro se lee el DNA a 260 nm y a 280 nm, y el cociente de estas
absorbancias nos da el rango de pureza ideal para nuestra muestra que es 1.7.
- Para saber la concentracion de DNA se aplica la siguiente formula.

[DNA ng/ul] = absorbancia 260 nm x 50 ng x 100 pl

Donde: 50 ng es el equivalente a una unidad de densidad optica.

100 es el factor de dilucion.

- Todos nuestros DNA’s los ajustamos a 200 ng/pl

ng/ul totales
200 pl



XIV.2 Formulas para preparacion de soluciones

1. Solucion TKMI para extraccion de DNA.

g/Lt
10 mM Tris-HCI PM =157 1.58
10 mM KCI PM = 74.557 0.745
10 mM MgCl PM =203.30 2.03
2 mM EDTA PM =372.2 0.74
* Ajustar aun pH de 7.6
2. Solucion TKM?2 para extraccion de DNA.
g/Lt
10 mM Tris — HCI PM =157.64 1.57
10 mM KCI PM = 74.55 0.74
10 mM MgCl PM =203.3 2.03
0.4 mM NaCl PM =58.44 23.38
2mM EDTA PM =372.2 0.74

3. SDS 20%
20g en 100 ml de agua

4. NaCl 5M

Pesar 29.2 g y disolverlos en 80 ml de agua destilada, aforar a 100 ml con agua destilada.

5. Buffer para la electroforesis TBE 10 X

Tris-base 1 M 121.1¢g
Acido bérico 0.94 M 58.12 g
EDTA 0.01 M 3.72¢g

* Disolver en 600 ml de agua destilada, ajustar pH = 8.0 y aforar a 1000 ml con agua

destilada.



XIV.3 AMPLIFICACION DE LOS GENES TNF-0. POSICIONES -
238 'Y -308.

1. Preparacion de la PCR (25 pl)

1 muestra
dNTP’s 4.0 ul
Buffer 2.5 ul
MgCl, 1.5l
Primer 1 2.5 ul
Primer 2 2.5 ul
H,O 8.0 ul
Taq A25 ul

2. Iniciadores utilizados para la PCR y su subsecuente secuenciacion

TNF-alfa
-238, -308 5’-GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC-3’

5’-TCATCTGGAGGAAGCGGTAG-3’

3. Condiciones del termociclador

PCR
TNF-238 y -308 /F TNF-238 y 308 /R
Iniciadores especificos Iniciadores especificos
5 TCATCTGGAGGAAGCGGTAG 5" GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC

30 ciclos

94° | 94°

3’ ‘ 30”




XIV.4 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

1.- A 2 ul del producto amplificado por PCR se le agregan 1ul de ExoSAP (Roche
Molecular Systems and F. Hoffman-La Roche Ltd, Cleveland Ohio).

2.- Se incuba a 37°C por 15 min. para eliminar el exceso de primers.
3.- Se incuba a 80°C para inactivar la accion del ExoSAP.

4.- El producto de PCR ahora estard listo para secuenciarlo.

PURIFICACION POR EXOSAP

DNA blanco
—_ )
— —
PrimerA — 4dNTPS < — PrimerB
— —
—
‘_‘
DNA polimerasa Ciclaje . . .
Doble cad Utiliza dos enzimas
oble cadena . o
Producto de PCR hidroliticas
(+]
Exceso de Primer
— +
_\_\ 4 dNTPs ‘_‘
— -—

Anadir ExoSAP-IT 37°C, 15 min tratamiento

80°C, 15 min inactivar

Doble cadena
Producto de PCR

L+

Nucleétidos, P1

\

Secuenciacion ¢ analisis de SNP



XIV.5 CONDICIONES PARA PCR DE SECUENCIACION

1. Preparacion de la PCR

I muestra
Big Dye 2ul
Buffer 5 X 3l
Primer 3.2 mM 1 ul
H,O 7 ul

* Se agregan los 13 pl de esta mezcla mas los 7 ul de los amplificados purificados con

exosap.

* Big Dye Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit. Applied Biosystems. Foster City, CA.



XIV.6 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR DE
SECUENCIACION

e La purificacion de estos productos se hizo por medio de las columnas de Qiagen.

1. Se homogeniza el tubo de Qiagen que contiene la sustancia purificadora (sephadex).

2. Se afloja la tapa del tubo para poder romper el otro extremo, se coloca el tubo en un
recipiente recolector y se centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos, en el extremo
roto sale el exceso de agua y es asi como queda formada la columna de resina.

3. Se le cambia el recolector de agua por un tubo eppendorf limpio y estéril.

4. Se coloca ya en la columna el producto de la PCR de secuenciacion y se centrifuga
a 3000 rpm durante 3 minutos.

5. El producto ya purificado cae al tubo eppendorf recolector y este se seca durante 40
minutos sin exponerlo a la luz.

6. Ya estando seco, entonces esta listo para secuenciarse.



XIV.7 SECUENCIACION

1. Ya que esta el producto seco, este se resuspende en 15 ul de formamida.
2. Posteriormente se calienta a 95° C durante 5 minutos y sin exponer a la luz.
3. Pasado este tiempo se coloca en hielo por un par de minutos y se pone entonces en

la placa de 96 pozos ya para llevarlo al secuenciador.

Secuenciador Applied Biosystems 3130



XIV.8 AMPLIFICACION Y TIPIFICACION DE LOS GENES CLASE
II POR SECUENCIA ESPECIFICA DE OLIGONUCLEOTIDOS (PCR-
SSO) UTILIZANDO EL KIT COMERCIAL DYNAL RELI SSO Y

EMPLEANDO EL METODO DE DOT BLOT REVERSO.

La tipificacion de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQP1 se realiz6 por la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa e hibridacion con sondas especificas del alelo. Se utiliz6 el kit
comercial Dynal RELI SSO (DRB1 y DQB1). La metodologia consiste en la amplificacion
del ex6n 2 de los genes HLA-DRB1 y DQ1 usando iniciadores biotinilados. Una vez que
se obtiene el amplicon biotinilado, este es desnaturalizado por alcalinidad para obtener
cadenas simples de ADN que son hibridadas con las sondas especificas ancladas a una
membrana de nitrocelulosa. La deteccion de los sitios de hibridacion positivos (ADN y
sonda) se lleva a cabo por medio de un sistema de revelado que consiste de estreptavidina-

peroxidasa, peroxido de hidrogeno y TMB (tetrametilbencidina).



PCR PCR-SSO

ADN blanco 5 Hibridacion

3
Iniciadores especificos sentido y antisentido biotinilados
Membrana de
——— nitrocelulosa con

— > sondas especificas.

. .
5 —— 3

’——> ,
3 —— 5

Amplicén biotinilado

Verificacion del amplificado

5 ee—— 3

|

——
33— 5

ADN amplificado

Gel de agarosa




XIV.9  TIPIFICACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN HSP70-

hom. PCR-RFLP

El polimorfismo del gen HSP70-hom se detectd por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando los siguientes iniciadores especificos que flanquean el sitio
polimoérfico en la posicion 2437:

Sentido 5° - GGACAAGTCTGGAGAAGGTACAG -3’

Antisentido 5 — GTAACTTAGATTCAGGTCTGG - 3’

Una vez terminada la PCR el amplicon se digirié toda la noche con la endonucleasa de
restriccion (RFLP) Ncol. Los alelos fueron designados como sigue: alelo B fragmento de

878 pb (no digestion); alelo A dos fragmentos 551 pb y 327 pb (digestion).



PCR
PCR-RFLP HSP70-hom

ADN blanco

5 Deteccion de los fragmentos posterior a la

L - digestién con la enzima Ncol
<«—===  |niciadores especificos

[
l B A A/B
3’ l l
—
—
l 878 bp
3 551 bp
327 bp
5

Amplicon

Gel de agarosa
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XVI. GLOSARIO

Ortopnea: Es la dificultad para respirar al estar acostado. Es un sintoma comun en las

personas que sufren patologias cardiacas o pulmonares.

Disnea: Es la dificultad parar respirar o falta de aire.

Hemoptisis: Incluye la expectoracion de esputo hemoptico o de sangre fresca procedente

del aparato respiratorio, mas concretamente de la zona subgldtica.

Decubito: Posicion del cuerpo en estado de reposo sobre un plano mas o menos horizontal.

Disfagia: Sintoma consistente en dificultad para la deglucion.

Fibrilacion auricular: Es una arritmia cardiaca que se origina en la auricula en la que la

musculatura de las mismas no se contrae al unisono y de forma uniforme, siendo estas

ineficaces para bombear la sangre a los ventriculos.

Taquipnea: Consiste en un aumento de la frecuencia respiratoria por encima de los valores

normales.

Hepatomegalia: Es el aumento patologico del tamaiio del higado.



Cianosis: Es la coloracion azulada de la piel o de las membranas mucosas, causada por una

falta de oxigeno en la sangre.

Taquicardia: Es el incremento del ritmo cardiaco, en particular cuando la frecuencia

cardiaca supera los 100 latidos por minuto en situacion de reposo.

Cardiomegalia: Es el agrandamiento anormal del corazon o hipertrofia cardiaca.

Hilios: Anatémicamente son el conjunto de vasos, bronquios, nervios que desde el

mediastino penetran al pulmon.

Gasto cardiaco: Es el volumen de sangre impulsado por el corazén cada minuto por el

ventriculo izquierdo hacia la arteria aorta.

Fraccion de eyeccion: Es la medida méas importante del funcionamiento cardiaco. Este
valor expresado en porcentaje, mide la disminuciéon del volumen del ventriculo izquierdo
del corazon en sistole, con respecto, a la didstole, por lo que una fraccioén de eyeccion del
50% significa que el corazon, al contraerse, reduce el volumen de su ventriculo izquierdo a

la mitad, con respecto a su posicion relajada.

Miosina: Es una proteina que esta implica en la contraccién muscular.



Receptores beta adrenérgicos: Son receptores asociados a la proteina G, en particular el

Receptor B1 es el predominante en el corazén y ayudan al aumento del gasto cardiaco.

Telémero: Son estructuras cromatinicas especializadas que se encuentran localizadas en los

extremos de los cromosomas eucariontes.

Polimorfismo: Un polimorfismo genético son los multiples alelos de un gen entre una

poblacion.

Exon: Son las regiones de un gen que codifican proteina.

Centrémero: Region del cromosoma que separa los dos brazos y en la que se unen las dos

cromatides. Es la regién de union a las fibras del huso acromatico durante la division

celular.

Anoxia: Es la falta casi total del oxigeno en un tejido. Esta puede ser debida a patologia

pulmonar.
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Abstract

The purpose of the present study was to evaluate the relationship between class II major histocompatibility complex (MHC) genes (HLA-DR
and HLA-DQB) and the genetic susceptibility to idiopathic dilated cardiomyopathy (IDC) in Mexican patients. The HLA-DR and DQB alleles
were analyzed in 53 patients with IDC and 99 ethnically matched healthy controls using the polymerase chain reaction-sequence specific
oligonucleotides (PCR-SSO) technique. IDC patients showed increased frequencies of HLA-DR4 (pC=0.02, OR=1.87), HLA-DQB1*0301
(pC=0.02, OR=1.92) and HLA-DQB1*0302 (pC=0.02, OR=1.87) when compared to healthy controls. On the other hand, IDC patients also
showed decreased frequencies of HLA-DR11 allele (pC=0.03, OR=0.26) and HLA-DQB1x0201 (pC=0.04, OR=0.41). These data suggest that
variation in class Il HLA alleles could be a genetic factor involved in the susceptibility to IDC of the Mexican Mestizo population.

© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Idiopathic dilated cardiomyopathy; Genetic susceptibility; HLA alleles

Introduction

Dilated cardiomyopathy (DC) is a syndrome characterized
by cardiac enlargement and contractile systolic dysfunction of
one or both ventricles, which may or may not progress to
congestive heart failure (Zipes et al., 2005). The term idiopathic
dilated cardiomyopathy (IDC) is used when even after a
thorough evaluation no apparent etiologic factor can be
distinguished. The pathogenesis of heart damage in IDC is
still controversial. Some hypothesis suggest a viral origin of the
disease (Bender, 1991) as initiators of an autoimmune acute
myocarditis (Caforio et al., 2002) that could then progress to
IDC. Other theories involve the participation of inflammatory

* Corresponding author. Fax: +52 525 5573 09 26.
E-mail address: gvargas63@yahoo.com (G. Vargas-Alarcon).

0014-4800/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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cytokines such as TNF-alpha (Sigusch et al., 2000; Torre-
Amione et al., 2000), IL-2 and IL-10 (Marriot et al., 1996).
Nowadays there is growing evidence of an important immuno-
logic/autoimmune component to the disease, with abnormalities
in both humoral (Osa et al., 1999) and cellular response
(Ronnblom et al., 1991; Anderson et al., 1982), that is becoming
the major pathogenic hypothesis for myocardial damage. Due to
the important participation of the immune system in the
development of the disease, genetic factors implied on its
onset could include genes located on the major histocompat-
ibility complex (MHC). There has been an especially significant
correlation observed with MHC class Il antigens, particularly
HLA-DR4 (McKenna et al., 1997). Other studies have shown
strong correlation between HLA-DQw4 with a relative risk of
2.8 (Carlquist et al., 1991), which increases with the combina-
tion DR4/DQw4. The HLA-DQA1*0501 allele has also been
associated with IDC in some populations. Other alleles implied
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Table 1

Gene frequencies (gf) of HLA-DR alleles in IDC patients and healthy controls

HLA Patients Controls pC OR 95%ClI
(n=53) (n=99)
n of n of

DR1 3 0.028 10 0.050

DR3 2 0.018 11 0.055

DR4 39 0.367 47 0.237 0.02 1.87 1.08-3.23

DR7 6 0.056 22 0.111

DR8 16 0.150 33 0.166

DR9 0 0.000 3 0.015

DR10 0 0.000 1 0.005

DR11 3 0.028 20 0.101 0.03 0.26 0.06-0.95

DRI12 0 0.000 2 0.010

DR13 6 0.056 10 0.050

DR14 16 0.150 21 0.106

DR15 9 0.084 13 0.065

DR16 6 0.056 5 0.025

Abbreviations: gf=gene frequencies; HLA=human leukocyte antigen;
OR=o0dds ratio; pC=corrected p value; 95%CI=95% confidence intervals.

as susceptibility markers have been HLA-DQ3, HLA-DRI1
(Wang et al., 2000), HLA-DRS, and HLA-DRw10 (Harcombe
et al., 1999; Anderson et al., 1984; Carlquist et al., 1994;
Mabharaj and Hammond, 1990), whereas the HLA-DRw6 and
the HLA-DQA1x%0201 alleles (Liu et al., 2004) have been found
to be probably protective against IDC. These results have not
been consistent, and significant genetic heterogeneity has been
reported among populations, perhaps due to ethnic differences
among the studied groups. Thus, the aim of the present study
was to investigate the relationship between HLA class II alleles
and genetic susceptibility to IDC in Mexican patients.

Materials and methods
Subjects

We studied 53 Mexican Mestizo patients with idiopathic dilated cardiomyo-
pathy, all of them were diagnosed based on the clinical history, physical
examination with electrocardigraphy, chest radiography, echocardiography, left
ventriculography and coronary angiography. The diagnosis of IDC was made
according to the World Health Organization and the National Heart, Lung, and
Blood Institute (Richardson et al., 1996; Manolio et al., 1992). A group of 99
healthy unrelated individuals with neither symptoms nor previous diagnosis of
cardiovascular problems or systemic disease was studied as control group. All
included subjects (patients and controls) were ethnically matched, and the
individuals who for three generations, including their own, were born in Mexico
were considered as Mexican Mestizos. A Mexican Mestizo is defined as someone
born in Mexico who is a descendant of the original autochthonous inhabitants of the
region and of individuals, mainly Spaniards of Caucasian and/or Black origin, who
came to America during the sixteenth century. The Institutional Ethics and Research
Committees approved the study and all subjects signed and informed consent.

HLA-DR and -DQ typing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood containing EDTA by a
rapid non-enzymatic method (Lahiri and Nurnberger, 1991) and used as a
template to amplify, by means of a polymerase chain reaction (PCR) the second
exon of the HLA-DR and HLA-DQ genes. The PCR products were hybridized
with sequence specific oligonucleotides (PCR-SSO) by reverse dot-blot
(Amplicor kit; Hoffmann La Roche, Basel, Switzerland) that provided low to
medium resolution for HLA-DR and HLA-DQ alleles. The subtypes of HLA-
DR*04 were done by direct sequencing using standard protocols.

Statistical analysis

Gene frequencies of HLA-DR and -DQ on patients were obtained by direct
counting and were compared with those in healthy unrelated controls. The
significance of the differences between groups was determined using Mantel—
Haenzel chi-square analysis, which was combined with the 2x2 contingency
tables using the EPISTAT statistical program (Version 5.0; USD Incorporated
1990, Stone Mountain, Georgia). Fisher’s exact test was used if the number of
any cell was <5. P values were corrected (pC) according to Yates, and they were
considered statistically significant if their value were <0.05. Relative risk with
95% confidence intervals (CI) was calculated as the odds ratio, according to
Woolf’s method (Woolf, 1955).

Results

HLA-DR allele frequencies in patients with idiopathic
dilated cardiomyopathy and healthy controls are shown in
Table 1. Patients showed increased frequency of HLA-DR4
allele when compared to healthy controls (pC=0.02, OR=1.87,
95%CI=1.08-3.23). On the other hand, IDC patients also
showed a decreased frequency of the HLA-DRI1I allele
(pC=0.03, OR=0.26, 95%CI=0.06—-0.95). When the HLA-
DQB locus was analyzed, increased frequencies of HLA-
DQB*0301 (pC=0.02, OR=1.92, 95%CI=3.48) and HLA-
DQB1*#0302 (pC=0.02, OR=1.87, 95%CI1=3.23) alleles were
observed in the patient group when compared to healthy
controls (Table 2). Patients also showed decreased frequency of
the HLA-DQB1*0201 allele (pC=0.04, OR=0.41, 95%
CI=0.17-0.97). When the HLA-DR*04 subtypes were ana-
lyzed in IDC patients and healthy controls, their distribution
was similar in both groups. HLA-DR*0407 was the most
frequent HLA-DR*04 subtype in patients (gene fre-
quency=0.122) and healthy controls (gene frequency=0.106)
(data not shown).

Discussion

Immune responses are mediated through molecular pro-
ducts of genes located in the MHC (major histocompatibility

Table 2
Gene frequencies (gf) of HLA-DQBI in IDC patients and healthy controls
HLA-DQB Patients Controls pC OR 95%CI
(n=53) (n=99)
n of n of
0501 3 0.028 12 0.060
0502 0 0.000 5 0.025
0503 0 0.000 9 0.045
0504 0 0.000 1 0.005
0602 9 0.084 15 0.075
0603 0 0.000 4 0.020
0604 0 0.000 3 0.015
0201 8 0.075 33 0.166 0.04 0.41 0.17-0.97
0301 31 0.292 35 0.176 0.02 1.92 1.06-3.48
0302 39 0.367 47 0.237 0.02 1.87 1.08-3.23
0304 0 0.000 1 0.005
0402 16 0.151 33 0.166

Abbreviations: gf=gene frequencies; HLA=human leukocyte antigen;
OR=0dds ratio; pC=corrected p value; 95%CI=95% confidence intervals.
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complex) region, which have the task of presenting cell-
associated antigens for the recognition by T cells (Bender,
1991). There are two main types, class | MHC which samples
cytosolic peptides, and class II MHC which samples extra-
cellular antigens that have been endocytosed. HLA-DR is one
of the 3 major subregions within the human class Il MHC region
on chromosome 6. Apparently, patients with IDC have
demonstrated statistically significant increased levels of HLA-
DR positive T helper cells and T cytotoxic/suppressor cells
when compared against patients with heart failure and controls
(Ronnblom et al., 1991). These findings then give strength to
the cell-mediated immune response theory as the myocardial
inflammatory pathway, at least in some IDC patients (Penninger
et al., 1997). Decreased natural killer cell activity (an
independent risk marker in 50% of patients with IDC associated
with HLA-A3), cellular autoimmune reactivities against
myocytes, and antibodies with cross-reactivity with synthetic
peptides of coxsackie B virus specific for an ADP/ATP
transport protein, as well as antibodies capable of inhibiting
ligand binding to cardiac R-receptors have also been reported
(Anderson et al., 1982; Osa et al., 1999). On the other hand,
several studies suggest that dilated cardiomyopathy occurs as a
result of mutations in genes encoding a variety of proteins,
including sarcomeric and structural proteins (Morita et al.,
2005), and may result from activation of several different
independent mechanisms. However, clinical evaluations of
families with dilated cardiomyopathy gene mutations often
reveal the absence of disease in individuals carrying disease-
causing mutations. These data suggest that more knowledge of
the cellular and molecular events triggered by dilated
cardiomyopathy mutations is needed to understand the path-
ways by which the human heart remodels and ultimately fails.

Considering the participation of the immune system in the
etiology of IDC, several studies have suggested that genetic
susceptibility to IDC is linked to HLA class II alleles. However,
the results have been inconsistent and there has been a discrepancy
among the different studied populations. This may have been
partly because of the ethnic differences in the distribution of HLA
alleles in different populations as well as the use of serological
techniques for HLA typing. In the present study we detected a
significant association of IDC with the HLA-DR4 allele. This
association has been previously reported in several Caucasian
populations (Anderson et al., 1984; Carlquist et al., 1991, 1994;
Limas and Limas, 1989; McKenna et al., 1997). However,
subtyping analysis was not done in these studies. In addition, we
analyzed the distribution of HLA-DRB*04 subtypes in IDC
patients and healthy controls in order to define if a specific HLA-
DR4 subtype could be associated with susceptibility to the disease.
We observed a similar distribution of HLA-DR*04 subtypes in
IDC patients and healthy controls suggesting that sequences
shared by all DR*04 subtypes could be involved in the
development of the disease. The HLA-DR4 is the most frequent
allele in Mexican Mestizo population as well as in Mexican
Amerindians (Vargas-Alarcon et al., 2000). In addition, HLA-
DR4 is known to be positively associated with several diseases
such as rheumatoid arthritis, actinic prurigo, diabetes mellitus type
I and pemphigus vulgaris in several populations including the

Mexicans (Grabezynska et al., 1999; Harfouch-Hammond et al.,
1996; Hawke et al., 1999; Reohr et al., 1992; Wordsworth et al.,
1991; Hojyo-Tomoka et al., 1997; Ruiz-Morales et al., 2004). On
the other hand, increased frequencies of HLA-DQB1*0301 and
-DQB1*0302 alleles were observed in IDC patients as compared
to healthy controls. The increased frequency of DQB1*0301
could be independent of other alleles, whereas the increased
frequency of -DQB1*0302 could be due to the known linkage
disequilibrium between HLA-DR4 and this allele observed in
several populations. Two alleles with decreased frequencies in our
group of patients (HLA-DR11 and HLA-DQB1*0201) could be
considered as protective alleles in the development of IDC. The
mechanism by which HLA genes could determine susceptibility
to dilated cardiomyopathy is not completely understood. The
MHC genes regulate the immune response to infections, bind and
present antigens to T cells, and have an important role in T-cell
repertoire selection. In dilated cardiomyopathy the frequent
detection of viral genome suggests that viral infections play a
major role in the pathogenesis of the disease (Poller et al., 2005).
Some studies report cellular autoimmune reactivities against
myocytes, and antibodies with cross-reactivity with synthetic
peptides of coxsackie B virus in dilated cardiomyopathy
(Anderson et al., 1982; Osa et al., 1999), suggesting molecular
mimicry as a potential mechanism for the disease. Thus,
individuals with susceptible HLA alleles could present cross-
reactive peptides and develop the disease, whereas individuals
with protective HLA alleles failed to present these cross-reactive
peptides.

In conclusion, our data suggests that genetic variation in
class II HLA alleles could be a genetic factor related with the
susceptibility to IDC in the Mexican Mestizo population. The
HLA-DR4 allele could be a susceptibility marker whereas the
HLA-DR11 and DQB1*0201 alleles could be associated with
protection to developing the disease. Additional studies in a
larger number of patients could help to establish the true
significance of these associations.
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