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INTRODUCCION

En los dltimos afios, un numero creciente de observaciones ha
demostrado que la inflamacién juega un papel muy importante en la patogenia
de la aterosclerosis y de sus complicaciones, hasta el punto de que,
actualmente, la aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria 1, 2).
El fenémeno inflamatorio se inicia cuando las lipoproteinas circulantes quedan
atrapadas en la matriz extracelular subendotelial y se oxidan, adquiriendo asi
propiedades proinflamatorias que dan lugar a una cadena de eventos que van
desde el depdsito de monocitos circulantes que exacerban la respuesta
inflamatoria al fagocitar los lipidos, la produccién excesiva de elementos de la
matriz extracelular y reclutamiento de nuevas células. Todos estos eventos van
provocando un aumento en el volumen del ateroma o placa ateromatosa y la
consecuente disminucion de la luz arterial llegando incluso a ocluirla por
completo lo que generard isquemia del tejido irrigado por tal vaso. Sin
embargo, otro evento frecuente es que ocurra la ruptura de la placa, con lo que
seé exponen componentes subendoteliales altamente trombogénicos que
generan trombosis arterial y por lo tanto isquemia, que dependiendo del vaso
sanguineo que se trate, sera la menor o mayor lesion al tejido, en especial
cardiaco (3, 4).

El infarto es el cuadro clinico provocado por la muerte de una porcion del
musculo cardiaco; este se produce cuando se obstruye completamente una
arteria coronaria, a lo cual se suprime el aporte sanguineo y cuando el musculo
cardiaco carece de oxigeno durante demasiado tiempo, el tejido de esa zona
muere y no se regenera; asi que cuanto mas dure el ataque, mas dafio sufrira
el corazén y mayor ser4 la posibilidad de mortalidad.

Si el corazén se expone a un sobreesfuerzo pueden aparecer trastornos
y formarse un coagulo de sangre (trombosis coronaria) que a su vez puede
tapar una arteria semiobstruida y asi interrumpir el suministro de sangre a las

fibras del musculo cardiaco y ocasionar el infarto.



El infarto se manifiesta con dolores o presién en la zona toracica,
sensacion de agotamiento, cansancio, mareos y dolor o calambres en el brazo
izquierdo. Normalmente el infarto no sucede de forma repentina, puede llegar
causado por la ateroesclerosis que es un proceso prologado que estrecha los
vasos coronarios debido a los depésitos grasos que obstruyen las arterias
coronarias que rodean y nutren el corazén; o bien la angina de pecho, que
suele ocurrir cuando se exige al corazén un esfuerzo superior 6 cuando hay
tension emocional, manifestandose una opresién o dolor temporal que suele

preceder al infarto.
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L. GENETICA DE LAS ENFERMEDADES COMPLEJAS

Tradicionalmente, los genetistas se han dedicado al estudio de
trastornos relativamente poco comunes causados por alteraciones
cromosémicas o defectos de un solo gen. Este hecho ha conducido a
importantes avances en el mapeo y caracterizacién de los genes responsables
de un gran numero de enfermedades monogénicas o mendelianas. Sin
embargo, las enfermedades mendelianas constituyen sélo una pequefa parte
del total de las enfermedades genéticas en el ser humano. La mayoria de las
malformaciones congénitas y enfermedades comunes como la diabetes, el
asma, el cancer y las enfermedades cardiovasculares, son el resultado de la
compleja interaccion entre factores ambientales y multiples genes. Los
recientes avances en la secuenciacion del genoma humano, la construccién del
mapa que contiene las variantes polimoérficas de una sola base (SNPs-siglas en
ingles) y el gran desarrollo de la tecnologia molecular e informatica, proveen un
nuevo punto de partida para el entendimiento de las bases genéticas de las

enfermedades complejas.

Las enfermedades o fenotipos causados por la interaccién aditiva de
mdltiples genes se denominan poligénicas, pero cuando ademas intervienen
factores ambientales, éstas se definen como muitifactoriales o complejas. Se
piensa que los factores genéticos y ambientales son capaces de causar
enfermedad cuando, en combinacién, alcanzan en umbral de susceptibilidad

(5).

12
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FIGURA 1. Las enfermedades complejas son el resultado de la compleja
interaccion de multiples genes con el medio ambiente. El mapeo de genes en
los estudios de asociacion se basan en la correlacién de un marcador con la
enfermedad (1) y dependen tanto de la correlacién entre el marcador y el locus
de la enfermedad (A) asi como de la correlacién fenotipo-genotipo (B).

La evidencia de que los factores genéticos juegan un papel importante
en el desarrollo de las enfermedades complejas viene principalmente de
estudios epidemioldgicos que comparan la frecuencia de una enfermedad en
individuos genéticamente relacionados con la de la poblacién general. Hay
diversos métodos utilizados para determinar la participacién de factores
genéticos en las enfermedades multifactoriales como lo son:

> Estudios en familias. Definen el riesgo que existe a desarrollar cierta

enfermedad entre los parientes de los casos afectados; este riesgo
es proporcional al grado de parentesco que se tenga con el paciente.
También se deben tomar en cuenta los genes que comparten asi
como el ambiente en comun.

> Estudios en gemelos. Para diferenciar la influencia cuantitativa de los

factores genéticos y ambientales en el desarrollo de la enfermedad.
Este tipo de estudios comparan la frecuencia con la que se presenta
una enfermedad en ambos gemelos monocigéticos (concordancia)
con la de gemelos dicigéticos.

13



> Estudios en individuos dados en adopcién. Son utilizados para
estimar la contribucién de los factores genéticos en las
enfermedades complejas. Se incluyen nifios nacidos de padres que
padecen alguna enfermedad y que son adoptados por padres que no
la padecen. La frecuencia con la que estos nifios desarrollan la
enfermedad se compara con la de los nifios dados en adopcién

nacidos de padres sin la enfermedad (5).

Para hacer el mapeo genéticos de las enfermedades complejas se
encuentran disponibles una gran variedad de estrategias como:

> Andlisis de ligamiento. Se refiere a las posiciones de los loci en el
mismo cromosoma y cuando los alelos de dos loci son transmitidos
juntos en la siguiente generacion, debido a su estrecha proximidad.
Se realizan en individuos relacionados, ya sea en hermanos o en
pedigries extensos. Estos estudios permiten determinar si un
marcador genético y el gen que predispone a la enfermedad se
encuentran fisicamente ligados mediante el andlisis de la
cosegregacion del marcador y el fenotipo de la enfermedad.

A partir del uso de los marcadores genéticos en los estudios de ligamiento,
la genética médica ha mostrado un importante progreso. El descubrimiento de
los fragmentos de restriccién de longitud polimérfica (RFLPs-siglas en ingles) y,
posteriormente, de los microsatélites o repetidos cortos en tandem (STRs-
siglas en ingles), condujeron al mapeo de un gran numero de genes
responsables de las enfermedades mendelianas.

En las enfermedades complejas es dificil obtener grandes pedigries
multigeneracionales debido a la participacién de multiples genes y a la fuerte
influencia de los factores ambientales en su desarrollo. Por lo tanto, el analisis
tradicional de ligamiento resulta ser impractico para el estudio de estas
enfermedades.

> Estudios de asociacién. Los conceptos de asociacién y ligamiento
son frecuentemente confundidos. A diferencia de los estudios de
ligamiento, donde se analiza la cosegregacién de un marcador con la

14



enfermedad entre los miembros de una familia, los estudios de
asociacion comparan las frecuencias del marcador entre casos no
relacionados y controles, e investigan su ocurrencia simultanea con
la enfermedad a nivel de la poblacién. Es decir, se entiende como la
confirmacion estadistica que define la concurrencia de alelos o
fenotipos en la poblacién general. Una significativa asociacién del
marcador con la enfermedad sugiere un gen candidato en la etiologia
de la enfermedad.

Por otro lado, los estudios de ligamiento siempre conducen a asociacién,

pero en la mayor parte de los casos esta asociacidn es solamente intrafamiliar,
es decir, no existe asociacion a nivel de la poblacion; en cambio, la asociacién

puede o no ser debida a ligamiento (5).

1)

2)

3)

» Causas de asociacion:

Efecto directo del marcador alélico en estudio. Algunas ocasiones el
marcador utilizado es un polimorfismo intragénico que altera la
secuencia de aminoécidos o afecta la transcripcién, por lo que los
diferentes alelos pueden mostrar diferencias en la cantidad o calidad del

producto génico y tener un efecto directo en la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad.

Desequilibrio de ligamiento. Si la causa de asociacién es debida a este
desequilibrio, esto significa que el gen portador de la mutacién se
encuentra en estrecha proximidad al marcador polimoérfico. Debido a que
el desequilibrio de ligamiento depende del efecto fundador ejercido
sobre la poblacién, una enfermedad puede mostrar asociacién con los
alelos diferentes de un marcador en diferentes poblaciones.
Estratificacién de la poblacién. Si en una poblacién existen subgrupos
que no tienden a mezclarse, esto puede condicionar a que tanto la
enfermedad como algunos marcadores alélicos podrian ser mas
comunes entre los individuos de un subgrupo. Para evitar falsas
asociaciones secundarias a la estratificacién de la poblacién, los
controles deberan ser pareados con los casos por factores relevantes

como etnicidad y origen geografico (5).

15



» Uso de SNPs en los estudios de asociacion
En los estudios de asociacién se ha considerado que los marcadores
genéticos de eleccién para el mapeo de genes son los polimorfismos
denominados SNPs (polimorfismos de un unico nucleétido). Estos marcadores

son la fuente mas comun de variacién genética en el ser humano y se estima
que en promedio existe un SNP cada 1,000 a 2,000 nucleétidos. Por lo tanto, el
genoma humano contiene 3,200 millones de nucleétidos, entonces se puede
deducir que existen de 1.6 a 3.2 millones de SNPs.

Reconociendo el potencial de los SNPs en el mapeo genético de las
enfermedades complejas se formé un grupo internacional encaminado a la
caracterizacion de los mismos. Los resultados de este esfuerzo internacional
han reportado un mapa conteniendo 1.42 millones de SNPs distribuidos en
todo el genoma humano. (5)
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Il. CORAZON

Il. FISIOLOGIA DEL MUSCULO CARDIACO
El corazén esta compuesto por tres tipos principales de miocardio:

musculo auricular, musculo ventricular y las fibras musculares excitadoras y
conductoras especializadas. Los tipos de musculo auricular y ventricular se
contraen en gran medida de la misma manera que el musculo esquelético, con
la diferencia de que la duracién de la contraccion es mucho mayor. Por otra
parte, las fibras excitadoras y conductoras especializadas se contraen sélo
deébilmente debido a que contienen pocas fibrillas contractiles (6).

» Circulaciéon coronaria

La circulacion coronaria es muy importante, debido a que proporciona
oxigeno y nutrientes al corazén; el cual a su vez, genera la presion de perfusién

con sangre de todos los tejidos del cuerpo (7).

Yena cava superior

Arteria pulmonar

4 pulmonares

Auricula izquierda
Auricula derecha Valvula pulmonar

Vilwula mitral
Vilwla tricispide

Ventriculo

Yentriculo derecho izquierdo

Yenacava
inferior

FIGURA 2. Circulacién coronaria
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La circulacion nutritiva del corazén se realiza por medio de las arterias
coronarias izquierda y derecha, las cuales tienen su origen en la aorta
ascendente, inmediatamente por encima de la vélvula sigmoidea.

La arteria coronaria izquierda se divide después de un corto trayecto en
la arteria circunfleja, en la arteria descendiente anterior y en una rama septal.
La arteria coronaria izquierda da la irrigacién de la auricula izquierda, del
ventriculo izquierdo, de la regién anterior del tabique interventricular, asi como
de los vasa vasorum de la arteria pulmonar.

La arteria coronaria derecha se divide en un numero variable de arterias
descendentes, las cuales dan la irrigacién del ventriculo derecho, de la parte
posterior del tabique interventricular, del nodo sinoauricular y del nodo
auriculoventricular.

El origen de la irrigacion arterial de la region posterior ventricular es
variable. En 50% de los individuos depende de la arteria coronaria derecha, en
20% de la arteria coronaria izquierda y en 30% de ambas arterias. La irrigacion
del nodo sinoauricular depende en 70% de los individuos de la arteria coronaria
derecha, en 25% de la arteria coronaria izquierda y en 5% de las dos arterias.
El nodo auriculoventricular recibe sangre, sé6lo de la arteria coronaria derecha
en 80% de las personas, sélo de la arteria coronaria izquierda en 10% y de
ambas arterias en 10%. La rama izquierda del haz de His, recibe sangre de las
dos arterias coronarias y de la rama derecha de la arteria coronaria izquierda.

Las arterias coronarias grandes se dividen en ramas mé&s y mas
pequeiias, las cuales se distribuyen sobre la superficie del corazén para formar
las arterias epicardicas. De igual manera, estas Ultimas dan ramas que
penetran al interior del miocardio, en &ngulos rectos con respecto a la
superficie del corazén (vasos intramurales). La densidad de los capilares en la
circulacion coronaria es grande (~3 000/mm?) debido al metabolismo elevado y
casi exclusivamente aerdbico del corazén.

La circulacién coronaria no cuenta con anastomosis entre las ramas
grandes de las arterias coronarias, pero si se presentan anastomosis entre las
ramas pequefias. En el ser humano se reportan entre 30 y 50 anastomosis
intercoronarias con didmetros entre 100 y 200 um en el tabique
interventricular, asi como en la regién subendocardica de la pared miocardica.
Existen también algunos cientos de anastomosis entre ramas de una misma
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arteria coronaria (anastomosis intracoronarias) con diametros de alrededor de
200 um. Las anastomosis colaterales, que permiten el paso de la sangre de
una arteria coronaria a otra, se desarrollan en 1 a 2 meses, luego de la oclusién
de una arteria coronaria (7).

La hipertrofia miocardica aumenta el tamafio de cada miocito, sin
cambiar el nimero total de miocitos y de capilares. Como consecuencia,
aumenta la distancia de difusion del oxigeno y por ello el centro de las fibras
musculares hipertrofiadas se vuelve hipoxico.

El sistema venoso coronario se divide en un sector superficial y un
sector profundo. El sector superficial transporta la mayor parte de la sangre
venosa coronaria. Se compone de las venas cardiacas anteriores y de las
venas cardiacas grandes, las cuales se abren en la auricula derecha a través
del seno venoso coronario. El sector profundo de la circulaciéon venosa
coronaria se representa por vasos que se abren de manera directa en las
cavidades cardiacas, incluye los canales arteriosinusoidales y las venas de
Thebesio.

Los canales arterioluminales son pequefias arterias o arteriolas
coronarias, que se abren de manera directa en las auriculas o en los
ventriculos. Los canales arteriosinusoidales son arteriolas que atraviesan las
paredes cardiacas y se dividen en sinusoides irregulares, éstas a su vez, se
abren en las cavidades cardiacas. (6)

CIRCULACION MEHOR

Pulmén Izquierdo

" Arteria Pulmonar
. Sangre con Oxigeno
; hacia todo el cuerpo

— Red de Capilares
CIRCULACION MAYOR

FIGURA 3. Ubicacion de los principales vasos
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> Factores que influencian la circulacién coronaria.

En seres humanos, el flujo coronario de reposo es de 60 a 90 mL/100 g
tejido ventricular izquierdo/ min (5% de gasto cardiaco o 250 mL/min en un
adulto normal). Durante el ejercicio intenso, el flujo coronario puede aumentar 4
a 5 veces por arriba del valor de reposo.

La extraccion del oxigeno desde la sangre coronaria es casi maxima
durante el reposo (70 a 75%). Por tanto, el aumento del suministro de oxigeno
para el miocardio se realiza de manera casi exclusiva, a través del aumento del
flujo coronario. Asimismo, existe una estrecha correlacién entre el consumo de
oxigeno del corazén y el flujo coronario. Otros factores que influencian el
consumo de oxigeno del miocardio, son la concentracion de la hemoglobina, la
presion parcial del oxigeno de la sangre arterial y la morfologia de la curva de
disociacion de la oxihemoglobina.

Para regular el flujo coronario se realiza la accién de tres tipos de
factores: fisicos, neurohumorales y metabdlicos.

Los factores fisicos que determinan el flujo coronario son la presion

adrtica y la resistencia en el lecho vascular coronario.

La presion adrtica es la fuerza que desplaza la sangre en el sistema
vascular coronario, es producida por el corazén y su aumento resulta en un
incremento del flujo coronario y la resistencia del lecho vascular coronario tiene
dos componentes: el tono vasoconstrictor del musculo liso vascular coronario y
la compresién extravascular sistélica, producida por la contraccion del
miocardio.

Los factores neurohumorales, la estimulacién simpatica produce un
aumento importante del flujo coronario. Las catecolaminas aumentan la
frecuencia y la fuerza de contraccién del corazén, lo cual aumenta el
metabolismo miocardico, produce vasodilataciéon coronaria y aumenta el flujo
coronario. Estos efectos son dependientes de la estimulacién de los receptores
miocardicos adrenérgicos de tipo B1. Por otro lado el aumento de la
contractilidad cardiaca aumenta la compresién extrinseca de los vasos
coronarios, mientras que la taquicardia reduce el periodo de diastole. Ambos

factores reducen el fiujo coronario. Los vasos coronarios también poseen
receptores adrenérgicos tipo a1, con accién vasoconstrictora, y de tipo B2, con

accion vasodilatadora.
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Los factores metabdlicos, en condiciones normales, la presion arterial se

mantiene en limites bastante estrechos, por el reflejo barorreceptor, por tanto,
la magnitud del flujo coronario depende de modo especifico del metabolismo
miocardico. La muy estrecha correlacién entre el metabolismo miocardico y el
flujo coronario, se explica por la liberacién de varios metabolitos vasoactivos a

partir del miocardio (7).

» Cardiopatia isquémica

Representa un aporte inadecuado de oxigeno al miocardio debido a la
oclusion parcial o total de wuna arteria coronaria. Las principales
manifestaciones de la cardiopatia isquémica son: disminucién de la
contractilidad cardiaca y acumulacién en el miocardio de productos de la
glicolisis anaerébica. Segln el grado de imbalance entre el aporte y la
demanda de oxigeno, la isquemia puede clasificarse en ligera, moderada o
severa. La isquemia puede afectar una zona limitada del corazén, en este caso
se denomina isquemia regional o puede afectar el corazén entero (isquemia
global). La abolicién completa del flujo a una regiéon del miocardio, se llama
isquemia total. Cuando la isquemia es severa y prolongada, los miocitos se
dafian de manera irreversible (infarto del miocardio).(7).

> Etiologia de la cardiopatia isquémica.

Una causa comun de la oclusién de las arterias coronarias es la
aterosclerosis, una enfermedad degenerativa arterial con origen en
alteraciones del metabolismo lipidico. El aumento prolongado de la
concentracion sanguinea del colesterol, hace que esta substancia se deposite
en la regién subendotelial arterial, para formar asi placas ateroscleréticas. Los
depdsitos de colesterol se calcifican y perforan el endotelio con lo cual
obstruyen de manera progresiva el lumen arterial. Cuando la oclusién del
lumen arterial coronario es mayor de 75%, aparece el dolor cardiaco llamado
angina pectoris. Si las placas aterolcleréticas se rompen, los fragmentos
resultantes migran hacia regiones mas distales del arbol arterial coronario, para
formar émbolos. La superficie rugosa de las placas ateroscleréticas y de sus
fragmentos favorece la adhesion de las plaquetas sanguineas, el depésito de
fibrina y la aparicién de un coagulo local.
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El infarto agudo del miocardio puede producirse por émbolos de otro
origen diferente al de las placas ateroscleréticas. Por ejemplo, los émbolos
pueden producirse por trombos murales de la auricula izquierda o del ventriculo
izquierdo, o por vegetaciones valvulares producidas por la endocarditis
bacteriana (7).

> Consecuencias metabdlicas de la isquemia miocardica.

En el miocardio isquémico se reduce con rapidez la concentracién de los
fosfatos macroenergéticos. La fosfocreatina desaparece varios segundos
después de instalar la isquemia miocardica, mientras que las reservas de ATP
disminuyen a 35% de su valor normal en menos de 15 min. La concentracién
miocardica de ADP aumenta en un inicio en mas de dos veces, pero disminuye
después de 10 min de isquemia, debido a su conversién en AMP. En el
miocardio isquémico se acumulan con rapidez lactato (el producto terminal de
la glicdlisis anaerdbica) y disminuye la contractilidad miocardica.

El miocardio contiene reservas de triglicéridos. Durante la isquemia
miocardica aumenta el proceso de lipdlisis, estimulado por la descarga de
catecolaminas. Por tanto, en el miocardio isquémico se acumulan &acidos
grasos, acil CoA y acil carnitina.

Durante la isquemia miocardica se activan enzimas proteoliticas
intracelulares, las cuales degradan el citoesqueleto, lo cual disminuye la

resistencia mecanica del sarcolema (7).

> Manifestaciones funcionales de la isquemia miocardica.

La contractilidad miocéardica se suprime de 5 a 10 seg después del inicio
de la isquemia. Esta respuesta tan répida es una consecuencia de la deplecion
del ATP y de la acumulacién de metabolitos (H+ y fosfatos inorganicos) en las
células miocardicas.

Otra consecuencia muy temprana de la isquemia miocardica es la
pérdida de K+ desde los miocitos, iniciada quiza por su despolarizacion. En
algunos minutos la concentracion intersticial miocérdica de K+ puede subir de
4.5 hasta 15 mM/L.

Los miocitos isquémicos acumulan Ca®* en su interior de manea rapida,
lo cual resulta en la activacién de varias enzimas intracelulares (proteasas,
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lipasas), asi como en el aumento del consumo de ATP y en la inhibicién de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial.

Las manifestaciones electrofisiolégicas de la isquemia miocardica, son la
depresion del segmento T-Q (debido a la despolarizacién diastélica parcial del
miocardio inducida por el aumento del potasio intersticial) y la elevacién del
segmento ST.

Durante la primera hora, tras la instalacién de la isquemia, se produce
una liberacién progresiva de noradrenalina, desde las terminaciones nerviosas
adrenérgicas miocardicas. También se incrementa el nimero de receptores B
adrenérgicos miocardicos, cuya estimulaciéon acelera la glicélisis anaerdbica y
aumenta el influjo de calcio en los miocitos. Este ultimo efecto aumenta el
riesgo de aparicion de trastornos de ritmo cardiaco e intensifica el proceso de
lesion miocérdica isquémica. (7)

> Infarto agudo del miocardio

Debido a la ausencia de anastomosis entre las ramas grandes de las
arterias coronarias, la oclusién brusca de una arteria coronaria resulta en la
necrosis isquémica del miocardio, irrigado por la respectiva arteria (infarto
agudo del miocardio). La necrosis de las células miocardicas empieza 20 min
después de la obstruccion arterial, sin embargo, no es completa sino hasta 3 a
6 h después.

La zona mas vulnerable al infarto es la regién subendocardica del
ventriculo izquierdo. Lo anterior se debe a una mayor reduccion del flujo
sanguineo en esta zona, luego de la oclusién parcial de una arteria coronaria,
asi como un mayor consumo de oxigeno en esta region. Por tanto, en seres
humanos, casi todos los infartos agudos del miocardio se inician en la zona
subendocardica del ventriculo izquierdo y un gran porcentaje de ellos se limitan
e esta misma zona.

El infarto agudo del miocardio produce un dolor de muy alta intensidad
localizado en la region precordial, con irradiacién al brazo izquierdo, hombro
derecho, cuello, maxilar inferior o brazo derecho. Este dolor se genera por
sustancias liberadas por las células lesionadas (4cido l4ctico, iones de potasio,
histamina, cininas), las cuales estimulan las fibras nerviosas sensitivas
cardiacas. Los miocitos lesionados liberan enzimas como la creatincinasa y la
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deshidrogenada lactica. Medir la concentracién sanguinea de estas enzimas es
un importante criterio de diagnéstico del infarto agudo del miocardico. El
cambio caracteristico del electrocardiograma (ECG) en el infarto agudo del
miocardio consiste en la aparicién de ondas Q profundas, de necrosis en las
derivaciones que captan sefales de la zona infartada. Ademas, también
aparecen cambios de tipo lesional (elevacién o subdenivelacion del segmento
ST) e isquémico, con origen en las zonas adyacentes a la infartada. Las
complicaciones del infarto agudo del miocardio son:

1. Los trastornos del ritmo y conduccion cardiacos.
El choque cardiogénico
La insuficiencia mitral.
La pericarditis.

oA wN

El aneurisma cardiaco
6. La rotura cardiaca.

La fibrilacién ventricular es la causa de muerte mas frecuente, después de un
infarto agudo del miocardio. Puede instalarse de manera inmediata después del
infarto, pero también después de varias horas, dias o semanas. Los pacientes
que sobreviven a un infarto agudo del miocardio son propensos a trastornos de
ritmo cardiaco, como la taquicardia paroxistica ventricular, que degenera con
facilidad en fibrilacion ventricular.

El choque cardiogénico se produce por la falla de la bomba cardiaca y
aparece cuando la zona infartada representa mas de 30 a 40% de la masa del
ventriculo izquierdo. La subsecuente disminucion del gasto cardiaco produce
hipotensi6n arterial, y disminucién de la presion de perfusiéon coronaria, lo cual
acentla las lesiones miocardicas. La dilatacion del corazén o la disfuncién de
los musculos papilares generan insuficiencia mitral (regurgitacién de la sangre
del ventriculo izquierdo a la auricula izquierda), que contribuye también a
disminuir el gasto cardiaco.

La regién miocérdica infartada pierde la capacidad de contraccion. Por
tanto, el aumento de la presion ventricular durante la sistole, hace que la zona
infartada haga relieve hacia fuera. Este movimiento paraddjico (diskinesia) de
la pared ventricular infartada reduce la capacidad de bombeo cardiaco. En 3 a
4% de los infartos agudos del miocardio se forma una dilatacién aneurismal de
la pared ventricular izquierda, cuyo tamafio aumenta durante varios dias o
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semanas. La rotura del corazéon se produce en 5 a 25% de los pacientes con
infarto agudo del miocardio y afecta los musculos papilares, el tabique
interventricular o la pared del ventriculo izquierdo. La consecuencia fatal de la
rotura cardiaca es la insuficiencia cardiaca aguda.

La recuperacién tras un infarto agudo del miocardio consiste en el
reemplazo de la zona de necrosis con tejido fibroso, el cual forma una cicatriz.
El miocardio normal restante se hipertrofia para compensar la pérdida de masa
muscular. Si la oclusion de una arteria coronaria es lenta y progresiva, durante
semanas o meses, se desarrolla una circulacién colateral, la cual provee al
miocardio con suficiente sangre para prevenir la aparicion de la necrosis. La
circulacion colateral coronaria se desarrolla a partir de vasos preexistentes,
cuyo endotelio y musculo liso proliferan bajo de la accién de varios metabolitos

liberados por el miocardio isquémico (7).

FIGURA 4. Corazén infartado

> Tratamiento de la cardiopatia isquémica.

El tratamiento quirargico de la cardiopatia isquémica, consiste en dos tipos
de intervenciones, la derivacion aortocoronaria y la angioplastia transluminal.

La derivacién aortocoronaria consiste en insertar un fragmento de vena
safena entre la raiz de la aorta y el segmento de la arteria coronaria, ubicado

mas alla de la regién estenozada.
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La angioplastia transluminal consiste en dilatar la regién estenozada de una
arteria coronaria con el empleo de un catéter con un balén inflable en la punta.
El catéter se introduce en una arteria periférica y de ahi se desplaza hasta la
aorta ascendente bajo control radiolégico. El catéter se introduce después en la
arteria coronaria afectada hasta llegar a la regién estenozada. Aqui el balén se
infla, lo cual produce una dilatacién organica de la estenosis que puede durar
varios afos.

Existe un gran nimero de farmacos que dilatan las arterias coronarias y
alivian el dolor relacionado con la cardiopatia isquémica (angina pectoris).
Estos farmacos son sobre todo los nitratos (p. €;., nitroglicerina), los cuales
reducen el trabajo y la demanda de oxigeno del corazén, debido a la reduccién
de la precarga cardiaca (por vasodilatacién venosa), y de la poscarga cardiaca,
(por vasodilatacién arteriolar). La reduccién del trabajo cardiaco y de la
demanda de oxigeno generada por los nitratos es mayor que la reduccién del
flujo coronario producida por la disminucién de la presién aértica, esto explica
su accion benéfica en la angina pectoris. Se ha demostrado que los nitratos
favorecen también el desarrollo de la circulacién colateral coronaria y, al igual
que los bloqueadores de los canales de calcio, dilatan las arterias coronarias
en el sitio de la estenosis.

Los bloqueadores de los receptores B adrenérgicos (p. €j., propanolol) se
utilizan también para el tratamiento de la cardiopatia isquémica, debido a su
efecto de decremento de la frecuencia cardiaca y de la presién arterial, lo cual
resulta en una menor demanda miocéardica de oxigeno (7).
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lll. EPIDEMIOLOGIA

Una de las caracteristicas de la transicién epidemioldgica es la sustitucion
de las enfermedades transmisibles por las crénicas. En este fendmeno
destacan tres aspectos: el primero es que el ritmo del descenso de los
problemas infecciosos es mas rapido y el impacto de las intervenciones es casi
inmediato, mientras que el ascenso de las enfermedades crénicas es lento pero
constante. El segundo es que la proteccién y las intervenciones dirigidas al
control de las enfermedades infecciosas benefician sobre todo a la poblacién
infantil, mientras que en el caso de las enfermedades crénicas existe un comun
denominador de riesgos al que toda la poblacién se ve expuesta en tanto
aumenta su edad. El tercero y dltimo es que mientras en los problemas
transmisibles la curacién es inmediata y casi siempre se acompafa de
inmunidad permanente, en las enfermedades crénico-degenerativas el proceso
es lento, no hay inmunidad, su severidad va en aumento y es discapacitante

(®).

La transicién epidemioldgica obliga a analizar la magnitud del proceso salud-
enfermedad desde la perspectiva del incremento en la prevalencia, las
necesidades de prevencidn, los costos de la atencién de estas enfermedades,
las necesidades de rehabilitacién y la planeacién de los servicios de salud que
deben atender una demanda creciente de servicios médicos especializados, de
alto costo, dependientes de la tecnologia y de bajo impacto en la salud
poblacional.

En México actualmente cinco de cada diez personas mayores de 45 afios
padece de problemas del corazén y 17 mueren al dia por alguna complicacién
cardiovascular. Se estima que para el afio 2010 uno de cada diez mexicanos
estara en riesgo de padecer infartos.

En nuestro pais las enfermedades del corazén ocupan el primer lugar en la
tasa nacional de mortalidad, en segundo lugar la diabetes mellitus, seguido por
los tumores malignos y por las enfermedades cerebrovasculares. 9)
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IV. ATEROSCLEROSIS

En el concepto clasico, la lesion aterosclerdtica es caracterizada como
una placa intimal elevada, la cual consiste en tejido fibroso encapsulando un
nucleo de lipidos. Estas lesiones contienen células de musculo liso, algunas de
las cuales podrian tener lipidos fagocitados. Igualmente se conoce que los
macréfagos estan abundantemente presentes, en particular circundante al
nucleo de lipidos, conocido como ateroma. Se considera que los macréfagos
juegan un papel importante en la fagocitosis de lipidos, y en sus funciones
como células scavenger intentando remover las particulas grasosas que estan
infiltradas en la intima. La patogénesis de la aterosclerosis se ha visto
principalmente como un desorden de lipidos con flujo excesivo de lipidos
dentro de la pared arterial, contribuyendo los macréfagos a las lesiones
eventuales por el “scavenging” de lipidos.

Muy poco se sabe del mecanismo de contribucion de las células del
musculo liso a la lesidn elevada y ciertamente no entendida de macroéfagos
como parte de una reaccion inflamatoria.

Las mayores contribuciones relacionadas al papel de la inflamacién de la
interplaca, con los macréfagos actuando no sélo como scavenger pero
ciertamente también como células inmunocompetentes interactuando con otras
celulas inflamatorias como los linfocitos y mastocitos. (10)

Se han observado en las lesiones tres lipoproteinas que son
consideradas aterogénicas cuando se elevan en el plasma: son las
lipoproteinas de baja densidad (LDL); especiaimente las pequefias densas
LDL, el resto de las lipoproteinas (también conocidas como B-VLDL
encontradas en la hiperlipidemia tipo Ill y en alimentos de grasa animal) y
lipoproteina (a). Estas lipoproteinas aterogénicas depositadas en la intima, son
sujetas a modificaciones quimicas, como lo son la oxidacién, desencadenando
una serie de reacciones biolégicas. Las LDL oxidadas (oxLDL) son
invariablemente asociadas con células espumosas en las lesiones. Las Lp (a),
aunque también estan presentes en las lesiones, son raras, y algunas veces
son asociadas con la formacién de células espumosas y tienden a ser
asociadas con la matriz extracelular. (11)

La funcion biolégica de la Lp (a) en el desarrollo de lesiones continua
siendo desconocida, pero en estudios recientes Fan y colaboradores usando
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apolipoproteinas humanas (a) [apo a] en conejos transgénicos, revelaron que
la Lp (a) puede actuar como un mediador pro-inflamatorio que aumenta la
formacién de lesiones. Estudios de microscopia electrénica de lesiones
aterosclerdticas en el humano revelaron que existe una intima interaccién entre
las células T y macréfagos.

Estudios de inmunohistoquimica han establecido que varias citocinas
derivadas de diferentes células vasculares estan presentes en lesiones en
todos lo estadios en la aterosclerosis. Una de las citocinas mas importantes
derivadas de los linfocitos T es el interferén gamma (INF-y), el cual juega
diversos papeles mediando la formacién de células espumosas, la proliferacién
de células de musculo liso y regulando la produccién de metaloproteinasas de
matriz, que tienen influencia en la estabilidad de la placa. Estas observaciones
sugieren que los mecanismos mediados por la inmunidad celular pueden estar
envueltos en la patogénesis de la aterosclerosis (11).

> Mecanismos para la iniciacion y progresion de la aterosclerosis

El colesterol de origen animal ha sido muy usado para investigaciones
de los eventos tempranos de la aterogénesis, los cuales usualmente no son
estudiados en humanos. Durante los afios 80's, una serie de estudios en los
cuales utilizaron colesterol animal, establecieron que la adherencia de células
mononucleares era uno de los eventos tempranos en la aterosclerosis.
Encontraron que las células mononucleares se adhieren a través de moléculas
de adhesion 1 (VCAM-1), moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM-1), P-
selectinas y E-selectinas. Se incremento la expresion de estas moléculas
consideradas responsables de la adherencia de células endoteliales,
monocitos, linfocitos T y de su unién preferencial a la superficie arterial. Estas
moléculas de adhesion son altamente reguladas por la elevacién de los niveles
de lipoproteinas aterogénicas [oxLDL y Lp(a)] y citocinas in vitro. Estas
moléculas son criticas en la iniciacién de la formacién de lesiones producidas
en ratones modificados en los cuales estas moléculas son generalmente
deficientes (11).

Las VCAM juegan un papel muy importante mas que ICAM-1 en la
iniciacién de la adherencia de los monocitos a las células endoteliales durante

la aterogénesis.
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Después de que los monocitos y los linfocitos T se unen a la superficie
de la pared arterial, estos migran dentro del espacio subendotelial. Los
monocitos se diferencian y se transforman en macréfagos los cuales forman
parte de las células espumosas. Esta migracién subendotelial es inducida por
la presencia de mediadores bioreactivos llamados quimioatrayentes localizados
en la intima. Los quimioatrayentes deben estar presentes en la intima y ser
capaces de inducir quimiotaxis en monocitos. Entre ellos se incluyen las oxLDL,
la Lp (a), MCP-1, interleucina (IL-1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-).
MCP-1y Lyso-PC (un componente de ox-LDL) pueden ser los mas importantes
y son los quimioatrayentes primeramente caracterizados en la lesién. MCP-1
fue encontrada en las lesiones en estadios tempranos y pueden ser
producidos por células endoteliales y también macréfagos. La funcién de MCP-
1 depende del receptor especifico CCR-2 presente en la superficie de los
monocitos. Deficiencias en la proteina MCP-1 o en los receptores CCR-2
reducen significativamente la lesién desarrollada en los ratones apoE KO,
sugiriendo que MCP-1 es un mediador critico del recubrimiento de los
monocitos en la intima. Las oxLDL pueden inhibir la movilidad de los
macréfagos, aunque el mecanismo de este fenémeno todavia no esta bien
definido. Lo anterior sugiere que en un futuro la aterosclerosis pueda tratarse
con drogas cuyo blanco sean la molécula de adhesion o quimioatrayentes para

monocitos y macréfagos (11).
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FIGURA 5. Mecanismos de la patogénesis de la aterosclerosis.

La elevacion de las lipoproteinas aterogénicas del plasma [LDL, beta-VLDL
y Lp (a)] puede llevar a la formacion de depositos de éstas lipoproteinas en la
intima. Estas lipoproteinas aterogénicas pueden llegar a inducir una serie de
cambios biolégicos, que incluyen un aumento de moléculas de adhesion en
células endoteliales, la adhesién y migracion de monocitos y linfocitos T. Estos
monocitos pueden llegar a diferenciarse en macrofagos debido a la accién de la
GM-CSF y en estos ultimos se depositan lipoproteinas aterogénicas por medio
de receptores scavenger y son transformadas dentro de los macréfagos en
células espumosas. Por ultimo las interacciones entre las células espumosas,
linfocitos y las células del musculo liso junto con diversas citocinas y otros

efectos biolégicos son las que deciden el destino de las lesiones.
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» Estabilidad de la placa y reacciones inflamatorias
La tipica placa aterosclerética (también llamada ateroma o placa
fibrosa) contiene lipidos o nucleo necrético cubierto por una capa fibrética que

consiste en una mezcla de células de musculo liso y matriz extracelular.

FIGURA 7. Una tipica placa inestable de aterosclerosis coronaria humana.

La base de las lesiones, llamadas “shoulder”, contiene un numero de
macroéfagos derivados de células espumosas y linfocitos T. Se cree que estos
componentes pueden determinar el destino de la placa, llamados estabilidad y
desestabilidad de la placa. La placa comun puede ser morfolégicamente
diferente y son clinicamente relevantes: La estabilidad de la placa y
desestabilidad o placa vulnerable.
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La placa estable esta compuesta de un pequefnio nucleo de lipidos
cubiertos por una gruesa capa fibromuscular.

La placa inestable contiene una gran cantidad de ntcleos lipidicos, y un
gran numero de células inflamatorias, especialmente en la base de las
lesiones.

Las placas estables son las de mayor riesgo para la estenosis u oclusién
cuando estas causas una significante reduccién vascular del lumen, la placa
vulnerable es fatal ya que usualmente desencadena sindrome coronario agudo
y si esta placa se rompe produce trombosis. La acumulacién de macréfagos y
linfocitos T juegan un papel critico porque los macréfagos pueden producir
metaloproteinasas de matriz (MMPs), las cuales pueden potenciar la ruptura.
Las citocinas como TNF, IL-1 y el factor estimulador de colonias macroéfago-
granulocitos (MG-CSF) presentes en las lesiones pueden también regular la
secrecion de MMPs semejantes.

Una interaccién entre los linfocitos T y los macréfagos pueden también
regular la produccién de macréfagos derivados de MMPs. El ligando CD-40 en
las células T puede unir al receptor CD-40 a los macréfagos, un proceso en el
cual se induce la sintesis de MMPs. Los linfocitos T pueden también influenciar
la estabilidad de la placa a través de la liberacién de INF-y, el cual inhibe la
proliferacion de células del musculo liso y la produccién de matriz. Podria ser
importante el uso de inhibidores de MMP para reducir el riesgo de la ruptura de
la placa en pacientes con enfermedad arterial coronaria (11).

> Lipoproteinas e inflamacién

La aterosclerosis es un tipo especifico de proceso de inflamacion
crénica. Todas las lipoproteinas aterogénicas, una vez depositadas en la
intima, pueden ejercer directa o indirectamente efectos proinflamatorios. Las
oxLDL pueden inducir expresién de moléculas de adhesién en células
endoteliales y desencadenar la migracién de monocitos hacia la intima. Por
otro lado, las oxLDL pueden estimular la produccién de muchos mediadores
inflamatorios de otras células vasculares, resultando en diversas respuestas

inflamatorias en la pared arterial.
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Experimentos donde usaron ratones apoE KO demostraron que la
administracién continua del antagonista del receptor de endotelina-1
(SB209670) produjo  reduccién importante de Ia aterosclerosis,
independientemente de los niveles de colesterol en plasma.

Las lipoproteinas (Lp) son macromoléculas pseudomicelares,

constituidas principalmente por lipidos antipaticos (fosfolipidos y colesterol
libre), lipidos no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterol) y por proteinas
llamadas apolipoproteinas (Apo). Los lipidos no polares se situan en el interior
de las lipoproteinas. Los lipidos antipaticos se organizan en una monocapa en
la superficie del complejo, presentando sus grupos polares hacia el medio
acuoso. Las apolipoproteinas estabilizan la monocapa de fosfolipidos, modulan
la actividad de ciertas enzimas y la relacién de estas Cltimas con sus
receptores. De esta manera el transporte de lipidos en plasma esta garantizado
(12).

Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a su densidad en cinco clases:

1. Quilomicrones (Qm), son las lipoproteinas mas grandes y menos
densas (d< 0.94).
2. VLDL (Very Low-Density Lipoproteins), lipoproteinas de muy baja
densidad (0.94 < d<1.006).
3. IDL (Intermediate-Density-Lipoproteins), lipoprotelnas de densidad
intermedia (1.006 <d < 1.019).
4. LDL (Low-Density Lipoproteins), lipoproteinas de baja densidad
(1.019 <d< 1.063).
5. HDL (High-Density Lipoproteins), lipoproteinas de alta densidad
(1.063 <d < 1.210).
También se clasifican por su contenido de apolipoproteinas 6
lipoproteinas en apolipoproteina A [Lp (a)] y apolipoproteina B [Lp (b)] (36).
Los lipoperéxidos formados son compuestos ligeramente oxidantes, pero
generan compuestos fuertemente oxidantes que alteran la estructura de las

LDL llamadas LDL oxidadas (LDLox) (13).

37



Las oxLDL, Lp(a) y ofras lipoproteinas aterogénicas podrian también
desencadenar procesos inflamatorios induciendo la expresién de moléculas de
adhesion, la quimiotaxis de monocitos, y la proliferacién de células de musculo
liso. En estudios recientes, los conejos transgénicos que no tienen Lp (a)
endbgena presentaron incremento de arterosclerosis aértica. Las lesiones
aterosclerdticas en estos conejos se caracterizan por incremento de
proliferacion celular y de Lp (a) que es obtenida de los depésitos en la lesion.

Las lipoproteinas aterogénicas ejercen diversos efectos induciendo
reacciones inflamatorias crénicas durante la formacién de la lesién.
Importantemente, estas lipoproteinas aterogénicas pueden aumentar la
produccién de citocinas por células vasculares, y a través de mecanismos
autdcrinos y parécrinos, la reaccion inflamatoria puede desencadenar un ciclo
vicioso resultando en la progresién de la lesién. En contraste la HDL, una
lipoproteina anti-aterogénica que protege de la aterogénesis via transporte
reverso de colesterol, juega un papel muy importante como un factor anti-
inflamatorio. Las funciones benéficas de las HDL podrian abrir rutas para el
tratamiento a futuro de la aterosclerosis. A continuacién en las tabla 1 y 2 se
presentan los posibles efectos de las oxLDL y HDL. (11)
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Tabla 1. Posibles efectos proaterogénicos de LDL oxidadas

Efectos

Posibles mecanismos

Adhesion de monocitos en las células
endoteliales 1.

Incremento en la expresién de

moléculas en células endoteliales.

Quimiotaxis de monocitos y linfocitos T

Induccién en la produccién de MCP-1
y efecto quimioatrayente directo.

Réceptor A scavenger y CD361.

Activacion de AP-1 y factores de
transcripcion ets.

Formaci6n de células espumosas 1.

Aumenta las LDL oxidadas mediadas
por receptores scavenger.

Induccién de genes proinflamatorios.

Activacion de NFkB y AP-1 e
incrementa el AMPc.

Incremento de muerte celular.

Activacion de apoptosis y formacion de
cristales de colesterol

Trombosis1.

Induccién del factor tisular, incremento
en la agregacién plaquetaria.

Funciones vasculares débiles.

Disfuncién de ET-1y NO.

Ruptura de la placa 1.

Incremento en la produccién de MMPs.

1: Aumento

Tabla 2. Posibles efectos anti-aterogénicos de las HDL.

Efecto.

Posibles mecanismos.

Inhibicién de la formacién de la lesion

Transporte reverso de colesterol.

Adhesién de monocitos en las células
endoteliales |.

Inhibicion de moléculas de adhesién y
disminucién en la produccién de

citocinas.
Trombosis|. Modulacién de antitrombéticos
endoteliales y propiedades

profibrinoliticas.

Efectos antioxidantes 1.

Modulacién de paroxonasa.

Muerte celular |.

Inhibicién de apoptosis.

Proliferacién celular |.

Inhibicién de la proliferacién de SMC.

{Disminuye 6 inhibe
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V. ATEROTROMBOSIS

> Mecanismos inflamatorios en aterotrombosis

La adherencia y subsecuente transmigracion de leucocitos al otro lado

del endotelio vascular son mediados por moléculas de adhesién celular
(CAMs). Las selectinas son moléculas de adhesién que median la circulacién
inicial de células inflamatorias sé6lo en células endoteliales. Las P-selectinas
son almacenadas en los granulos o de plaquetas y en los cuerpos Wibel-
Palade de células endoteliales y pueden ser rapidamente redistribuidos en la
superficie de estas células después de la estimulacién por agonistas como la
trombina y ADP. E- selectina es sintetizada de novo por células endoteliales
cuando son activadas por interleucina-1 (IL-1) o factor de necrosis tumoral-c.
(TNF-a).
Hay evidencias que sugieren que las selectinas juegan un papel en estadios
tempranos de aterogénesis. E-selectina y P-selectina son preferencialmente
expresadas en el endotelio por encima de las placas ateroscleréticas. Se sabe
que la administracién de anticuerpos anti-P-selectina resulta en una reduccién
de monocitos circulantes. La deficiencia de P-selectina en ratones genera una
ausencia completa de leucocitos circulantes y estos ratones desarrollan menos
lesiones ateromatosas y son protegidos de la hiperplasia neointimal después
del dafo vascular. Esto sugiere que el bloqueo de P-selectina podria ser una
estrategia de terapia potencial para la disminucién de restenosis.

La molécula-1 de adhesion intracelular (ICAM-1) y la molécula-1 de
adhesion vascular (VCAM-1) pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas de CAMs. Los macréfagos y las células endoteliales
expresan ICAM-1 en respuesta a citocinas inflamatorias como la IL-1, el TNF-
a y el interfer6n-y, sin embargo, la expresién de VCAM-1 esta restringida
principalmente a células endoteliales. Las citocinas estimulan a las células
endoteliales para que estas produzcan proteina-1 quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), factor estimulante de colonias monociticas, e IL-6, y esto
conlleva a la amplificacion de la cascada inflamatoria. Por otro lado la
expresion de ICAM-1 en células endoteliales se ha demostrado sobre todos los

tipos de placa ateromatosa.
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El TNF-o es una citocina pleiotrépica producida por una variedad de
células incluyendo macréfagos, células endoteliales, y células de musculo liso.
El TNF-a, el interferén-y y la IL-1 estimulan la produccion de IL-6 por células
de musculo liso. La IL-6 es expresada en lesiones ateromatosas de humanos y
es el principal estimulo hepatico para la produccién de proteina C-reactiva
(PCR).

La PCR es un reactante de fase aguda que sirve como un
reconocimiento molecular en el sistema inmune innato. La PCR como
tradicionalmente se piensa es un marcador de la inflamacién vascular, sin que
juegue un papel directo en el proceso inflamatorio. Sin embargo, evidencias
recientes sugieren que la PCR puede contribuir directamente al estado
proinflamatorio. La PCR estimula la liberacién de citocinas inflamatorias como
son la IL-1b, la IL-6, el TNF-o. en los monocitos y puede también actuar
directamente como un estimulo proinflamatorio para las células fagociticas por
unién al receptor FcyRIl. Recientemente también se ha demostrado que la PCR
promueve la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 por células endoteliales y media
la induccién de MCP-1 en células endoteliales, un efecto que es inhibido por
simbastatina y fenofibratos.

La PCR se ha encontrado localizada directamente en la placa
ateromatosa donde se lleva a cabo el reclutamiento de monocitos. Esta
proteina es un activador de complemento y se localiza junto al complejo de
ataque a la membrana en lesiones ateroscleréticas tempranas. La principal
fuente de produccién de la PCR es el higado. Sin embargo, recientes datos
muestran que los tejidos arteriales pueden producir PCR como una fuente de
proteinas complementarias. La PCR podria ser un activador endégeno del
complemento en las lesiones ateromatosas.

Las placas ateromatosas maduras, desarrollan una capa fibrosa con un
nucleo lipidico mientras que la placa vulnerable es caracterizada por una capa
fibrosa y un gran pool de lipidos. El colageno intersticial, producido por las
celulas del musculo liso, confiere fuerza ténsil y estabilidad para la capa fibrosa
(14).

La ruptura de la capa fibrosa resulta en un derramamiento del pool de
lipidos protrombéticos dentro del lumen, probablemente anunciando un evento
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de isquemia aguda. En los tejidos, el incremento en la cantidad de células
endoteliales y macréfagos es un evento inicial de trombosis. La IL-1 y el TNF-a
estimulan la expresién del factor tisular por células endoteliales, las cuales
expresan el ligando CD40 (CD154) que también esta unido a leucocitos y que
pueden estimular el factor de expresion tisular. La expresion en plaquetas de
CD154 ilustra una potencialmente importante interaccién entre vias pro
inflamatorias y protrombéticas.

A pesar de todos los estudios realizados a la fecha, el proceso que lleva
al desencadenamiento de la respuesta inflamatoria, no queda claro. La
atencion se ha enfocado en los procesos infecciosos como un potencial
instigador de dicha respuesta. Las infecciones con organismos como
Helicobacter pylori pueden incrementar la circulacién de citocinas. Por otro
lado, los procesos de infeccién locales persistentes en la placa aterosclerética
por organismos intracelulares como Chlamydia pneumoniae y citomegalovirus,
podrian potencialmente estimular el proceso inflamatorio. Fisiol6gicamente, los
datos con respecto al valor de las pruebas para anticuerpos para estos y otros
agentes infecciosos en estudios prospectivos epidemiolégicos de riesgo
cardiovascular son inconclusos.

La respuesta inflamatoria puede generarse en diferentes sitios. Aunque
muchos marcadores inflamatorios son derivados del higado, incluyendo la
PCR, el fibrinégeno, y la proteina del suero amiloide A, bajos niveles podrian
también ser derivados de otras fuentes incluyendo el endotelio. La produccion
de marcadores inflamatorios es estimulada por citocinas circulantes como la
IL-6 y el TNF-o. Estas citocinas pueden ser generadas de una variedad de
fuentes sistémicas, incluyendo el tejido adiposo y cualquiera de las células
inflamatorias presentes en la lesién aterosclerética, en la pared arterial o en

otra parte (14).
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Intima Mecdia

Ateroma temprane

Placa vulnerable
* Cubierta fbrosa
* Mezcla de lipidos
Células inflamatorias

FIGURA 8. Inflamacién en aterosclerosis (15)

» Inflamacién y disfuncion endotelial

En algunos trabajos se ha estudiado el dafio endotelial generado por la
respuesta inflamatoria, asi como la relaciéon entre la inflamacién sistémica y el
sindrome isquémico. Pacientes con enfermedad arterial coronaria presentan
niveles elevados de PCRCRP asociados al dafio vascular endotelial. De forma
importante, la normalizacién de los niveles de PCR se asocia con un
significante mejoramiento en la respuesta endotelial. En trabajos recientes
también se ha demostrado que los niveles de PCR estan inversamente
relacionados a la sintesis de 6xido nitrico basal endotelial. Estos datos sugieren
que la disfuncién endotelial puede ser un factor importante en la relacion entre
el grado de inflamacion crénica y la enfermedad cardiovascular.
Interesantemente, la terapia con estatina en humanos regula la sintesis de
oxido nitrico endotelial y mejora la vasodilatacién coronaria dependiente del
endotelio después de un mes de tratamiento (14).
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> Efectos anti-inflmatorios de reduccién de lipidos

La reduccion de lipidos se ha encontrado que tiene efectos favorables en
los procesos inflamatorios en la placa ateromatosa. Por ejemplo, conejos
tratados con una dieta alta en colesterol desarrollan ateroma con un alto
numero de macréfagos y pool de lipidos. Estos macréfagos sobre-expresan
MMP-1, la enzima limitante en el rompimiento del colageno. Y si los conejos se
someten a una dieta baja en colesterol, el nimero de macréfagos vy los niveles
de MMP-1 se reducen de forma importante.

La terapia con estatina tiene efectos saludables en la composicion de la
placa. La fluvastatina y la lovastatina bajan la expresion de MMP-1 en células
endoteliales vasculares humanas en tiempo y manera dosis dependiente. La
fluvastatina y la pravastatina incrementan la produccion de procolageno por
células de musculo liso. La pravastatina causa cambios favorables en la placa
ateromatosa independiente de su efecto sobre el colesterol. La pravastatina
administrada a monos funciona como un vasodilatador, disminuye la cantidad
de macréfagos en la intima, la calcificacién en la media y en general hay
menos neovascularizaciéon. La placa carétida humana presenta cambios
favorables con terapia de pravastatina, la cual reduce la cantidad de
macroéfagos, la actividad de MMP-2, y el alto contenido de colageno.

Las estatinas también causan disminucién en la expresion de ICAM-1
soluble (sICAM-1) y lipopolisacaridos, estos inducen secrecién de IL-6 y TNF-a..
La simvastatina reduce la expresién de TNF-a y de IL-1b por los monocitos,
mientras que la atorvastatina reduce los niveles de MCP-1 en la intima en los
conejos hipercolesterolémicos. Este efecto esta relacionado con la reduccién
en la activacién del factor kB, un factor de transcripcion implicado en la
induccién de otras citocinas proinflamatorias, como la IL-1 y el TNF-q, y la
regulacion de la expresién de E-selectinas. Las estatinas lipofilicas también
producen disminucién de la expresién del factor tisular y de la actividad en los
cultivos de monocitos humanos derivados de macréfagos (14).
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> Marcadores inflamatorios para predicciones clinicas de riesgo

La hiperlipidemia esta presente en casi todos los pacientes que tienen
infarto al miocardio. El efecto de los mediadores inflamatorios en la
aterogénesis y en la vulnerabilidad de la placa, esta dado por los niveles en
plasma de dichos mediadores. Estos niveles pueden predecir el riesgo de un
individuo a tener ruptura de la placa. Los marcadores candidatos incluyen las
P-selectinas, sICAM-1, IL-6, TNF-a. y PCR.

En la aterogénesis, se ha investigado el valor de CAMs para predecir el
riesgo vascular en sujetos sanos. Después de la activacion de las citocinas, las
CAMs estan cubriendo la superficie de las células endoteliales y los leucocitos
y sus niveles pueden ser medidos en circulacion en plasma. El papel
patogénico de estas CAMs circulantes todavia no es claro, estas moléculas
pueden servir como marcadores de activaciéon del endotelio y la inflamacién
vascular.

Las P-selectinas solubles son un predictor independiente de un futuro
riesgo cardiovascular, estas fueron estudiadas en mujeres sanas en el
Women's Health Study (WHS). Los niveles de P-selectinas fueron
significativamente altos en mujeres quienes tuvieron eventos cardiovasculares
al comparar con mujeres sin dafio cardiovascular. Por otro lado, en el
Physicians’ Health Study (PHS), donde se estudiaron hombres sanos, los
SICAM-1 fueron predictores independientes de riesgo cardiovascular. Las
mediciones basales fueron mas altas en hombres que desarrollaron infarto al
miocardio que en aquellos sin esta patologia.

En otro estudio (Atherosclerosis Risk in Communities-ARIC), se reporto
que sICAM-1 es un predictor independiente de enfermedad arterial coronaria.
Sin embargo, en los estudios PHS y ARIC, los niveles en plasma de VCAM-1
no se asociaron con incremento en el riesgo cardiovascular. Estos datos
sugieren que puede haber diferencias importantes en el papel que juegan
diferentes CAMs en la aterogénesis (14).
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VI. FACTORES DE RIESGO A INFARTO

Son las caracteristicas que posee un individuo y que se asocian de

forma estadistica con la prevalencia de la enfermedad coronaria o con la tasa
de acontecimientos de la misma. Los principales factores de riesgo que se

asocian con la enfermedad coronaria son:

>

VYV VYV V V VYV VvV

Edad (Segun los registros de la Sociedad Mexicana de Cardiologia la
edad oscila entre los 45 afios, pero en ocasiones entre los 30 y 35
anos).

Género masculino

Niveles elevados de colesterol

Hipertrigliceridemia

Presion arterial alta

Tabaquismo

Diabetes

Antecedentes familiares de la enfermedad

Obesidad

Sedentarismo
Otros factores de riesgo: Es dificil cuantificar y clasificar los diferentes

factores sociales que pueden influir en el desarrollo que lleva al infarto. En
general se acepta que éste tiene mas incidencia en las comunidades
industrializadas, pero también en éstas es donde se aplican mejor las medidas
de prevencién secundaria. En el medio rural sucederia al contrario, al igual que

en los estratos sociales méas bajos.

También es muy complejo identificar los factores psicolégicos de una

persona que pueden influir en su riesgo cardiovascular (1 6).
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VI. 1. NUEVOS CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE INFARTO DE
MIOCARDIO
En el afio 2000, la European Society of Cardiology (ESC), en
colaboracién con el American College of Cardiology (ACC), han establecido
nuevos criterios para el diagnéstico de infarto de miocardio (IM). Son los

siguientes:

> Criterios de IAM, en evolucién o reciente
Cualquiera de los 2 criterios siguientes:
1- Aumento caracteristico y disminucién progresiva (troponina) o aumento y
disminucién mas rapida (CK-MB) de marcadores biolégicos de necrosis
miocardica, acompanados de al menos uno de los siguientes:
O Sintomas de isquemia.
* O Aparicién de nuevas ondas Q de necrosis en el electrocardiograma (ECG)
0 Cambios en el ECG sugestivos de isquemia (elevacion o depresion del
segmento ST).
O Intervencién coronaria (por €j. angioplastia coronaria) (17).
2- Hallazgos anatomopatolégicos de IAM.

* Troponinas cardiacas

Son proteinas que forman parte de los mecanismos de regulacion de la
contraccion del masculo cardiaco, estan presentes en las fibras miocardicas. La
troponina es una proteina globular de gran tamario, contiene tres subunidades
polipeptidicas: troponina C (fijadora de calcio), troponina | (inhibidora de la
interaccion actina-miosina) y troponina T (fijadora de tropomiosina).

Cuando se necrosan las células del tejido miocardico, estas pierden la
integridad de la membrana celular y las moléculas intracelulares difunden hacia
la microcirculacién y a los linfaticos. Estas macromoléculas se detectan en la
circulacién periférica y constituyen los marcadores bioquimicos especificos de
dafio al miocardio. Las isoformas cardiacas especificas son troponina T vy
troponina I, que pueden ser medidas en laboratorio utilizando sistemas
inmunoenzimaticos, inmunocromatograficos y de quimioluminiscencia entre
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otros; permitiéndonos distinguir entre pacientes con IAM, de aquéllos que
presentan dolor en el pecho de origen no cardiaco. Asi pues la troponina es
utilizada para establecer diagnéstico diferencial y prondstico de los pacientes
que presenten un sindrome coronario agudo (18).
* CK-MB

Es una de las tres isoformas tisulares (con CK-BB y CK-MM) de la
creatina kinasa (CK). CK es la enzima principal del metabolismo muscular, que
cataliza la reaccion reversible de la fosforilacién de la creatina por el trifosfato
de adenosina (ATP). El CK-MB est4 compuesto de dos subunidades
(PM = 40.000 cada una), la subunidad M, expresada en el musculo, y la
subunidad B, expresada en el cerebro. La isoenzima CK-MB se sitta
principalmente en el miocardio, con un 20% de la actividad total de CK. Pueden
hallarse cantidades superiores al 5% en otros organos, como la préstata, bazo
0 musculo esquelético, y las cantidades de CK-MB pueden variar en funcién del
tipo de musculo. Tras un infarto agudo de miocardio, los niveles de CK-MB en
circulacion reflejan la lesion en el miocardio. CK-MB aumenta rapidamente
hasta alcanzar niveles maximos (en 12 horas) y después desciende a niveles
normales (36-72 horas). Esta pauta de aumento y descenso de los valores de
CK-MB junto con los cambios evolutivos en el ecocardiograma y un historial de
dolor toracico se consideran normalmente como diagnéstico de un IAM. Las
mediciones de CK-MB también pueden ayudar en la evaluacién no invasiva de
la eficacia de la reperfusién miocardica después de terapia trombolitica. Los
niveles elevados de CK-MB también se asocian con trauma del musculo
esquelético, pero no tienen las caracteristicas de aumento y descenso de los
niveles de CK-MB en el IAM. Se utilizé originalmente tecnologia de
inmunoinhibicién para medir la actividad de CK-MB, que se comparé con la
medicion de la actividad total de CK (cociente CK-MB/CK). Sin embargo, la
presencia de CK-BB, adenilato ciclasa (AK) y formas atipicas de CK (macro-
CK), que no se neutralizan con anticuerpos anti-M en las muestras, produjo
ocasionalmente una sobrestimacién de los resultados de CK-MB. Hoy dia, se
utilizan muchas técnicas inmunoenzimaticas para medir la masa de CK-MB
(ng/mL), que presenta una buena correlacién con la medicién de la actividad de
CK-MB, sin las interferencias de CK-BB, macro-CK y AK (19, 20).
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> Criterios de IAM establecido (o antiguo)
Cualquiera de los 2 criterios siguientes:
1- Aparicién de nuevas ondas Q patolégicas en ECG seriados. El paciente
puede recordar o no sintomas previos.
Los marcadores bioquimicos de necrosis miocardica pueden haberse
normalizado, dependiendo del tiempo transcurrido desde el proceso agudo.
2- Hallazgos anatomopatolégicos de IAM cicatrizado o en proceso de
cicatrizacion.
Los avances tecnol6gicos y los cambios en la terapéutica son las principales
causas para redefinir los criterios diagnésticos del IAM, ya que se disponen
actualmente de determinaciones bioquimicas méas sensibles y especificas de
necrosis miocardica. Ademas, trata de unificar criterios de las diferentes

organizaciones y sociedades cientificas (17).
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VIl. CITOCINAS EN INFARTO
> Desencadenamiento de produccion de citocinas

Las citocinas son péptidos sefalizadotes y mediadores quimicos que se
producen como una respuesta a una agresibn a un tejido, y causan la
respuesta inflamatoria.

En general, las citocinas actian a través de receptores de alta afinidad
localizados en la superficie celular. La mayoria de las citocinas son moléculas
multifuncionales que ejercen diferentes acciones en las diferentes células sobre
las que actian. La accién que induciran variard a su vez segun sean las
condiciones microambientales. Las funciones de las citocinas se traslapan,
siendo pocas las que tienen una unica funcién. Las citocinas suelen actuar de
forma local, ya sea autocrina o paracrina, pero algunas como la IL-6, tiene
funciones endocrinas. La produccién de citocinas, incluyendo las
proinflamatorias, es una respuesta fisiolégica a la lesion tisular. Su principal
funcion es la coordinacion de la eliminacién de microorganismos invasores y la
eliminacién de tejidos lesionados. De esta forma se evita la estimulacién
excesiva del sistema inmune, que podria inducir reacciones de
hipersensibilidad (21).

Las citocinas proinflamatorias, como el TNF-q, la IL-1B, y la IL-6 no son
expresadas constitutivamente en el corazén normal. La regulacién y produccién
de estas citocinas representa una respuesta intrinseca o una respuesta de
estrés innato contra dafio al miocardio. En el modelo de roedores con infarto al
miocardio, existe una importante regulacién de citocinas en el miocardio
incluyendo el TNF-q, la IL-B, y la e IL-6. Esta regulacién puede regresar a
niveles normales si el infarto es pequefio. Sin embargo si el infarto es mayor, o
si la respuesta inflamatoria de la persona es excesiva puede ser que se regulen
citocinas o exista una segunda sefal de regulacién de estas, que corresponde
a la fase de remodelacion crénica. La segunda sefial también puede ampliarse
para implicar las zonas remotas no infartadas, mediando importantes procesos
de remodelacion en el miocardio. La elevacién en la expresion de citocinas
precede el consecuente incremento en la actividad de la metaloproteinasa de
matriz (MMP) en el érea infartada, asi como el incremento de péptidos
natriuréticos (ANP y BNP) y expresion de col4geno en el miocardio no infartado
(22).
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» Mecanismo de estrés desencadenan produccion de citocinas
Las citocinas como el TNF-a y la IL-6 son rapidamente liberadas en la

zona isquémica central durante el infarto.
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FIGURA 9. Induccién de citocinas inflamatorias después de la isquemia al

miocardio y sus efectos en la remodelacion cardiaca aguda y crénica.

En estudios recientes Kapadia y colaboradores mostraron que el
esfuerzo hemodinamico podria desencadenar la produccién en el miocardio de
TNF-a de novo en un tiempo no mayor a los 30 minutos. Los mecanismos de
estrés que estan asociados con el infarto al miocardio producen de manera
inmediata TNF-a e IL-6. Los estimulos mecanicos que actuan a través de
potentes sensores (integrinas, citoesqueleto y proteinas del sarcémero) se
convierten en 3 principales vias de transduccion de sefiales que son, proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK), transduccion de sefiales JAK vy
activador de transcripcion (STAT), y también las vias dependientes de
calcineurina. Todas estas vias activan los factores de transcripciéon nuclear rio
abajo como lo son NF-kB y AP-1, las cuales son requeridas para la expresion
de genes de citocinas incluyendo el TNF-ay la IL-6 (22).
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> Vias de amplificacion de citocinas

Las citocinas también tienen la habilidad para amplificarse a través de
retroalimentacion positiva marcando el factor de transcripcion NF-kB. Por
ejemplo, la regulacién de citocinas como TNF-a en un &rea localizada del
miocardio, ej. region isquémica, puede facilmente inducir la regulacion del
TNF-a en el miocardio vecino normal, destacando los efectos amplificados de
la citocina. Irwin y colaboradores demostraron que el mRNA del TNF-a fue
mayormente detectable en zonas peri-infartadas durante los primeros dias del
infarto. Por otro lado, 35 dias después del infarto, la “zona normal contra
lateral” en el corazén infartado presenta altos niveles de expresion de TNF-a
(22).

> Citocinas alterando la contractilidad cardiaca

Las citocinas son capaces de disminuir la funcién del ventriculo izquierdo
y directa o indirectamente la contractilidad del miocito. En cuanto a la zona
dafada, tanto el TNF-a como la IL-6 reducen la contractilidad, siendo una
respuesta adaptativa para la disminucién de la demanda de energia del
miocardio. Estas citocinas también atenGan la contractilidad del miocito
directamente a través de la reduccion sistélica [Ca®'] alterando la funcion del
reticulo sarcoplasmico. Sin embargo, el TNF-a es también capaz de disminuir
la contractilidad del miocito indirectamente a través del oxido nitrico atenuando

la sensibilidad de los miofilamentos (22).

> Restauracion de las heridas
Los procesos de remodelacion aguda mediados por las citocinas y las
células inflamatorias en el miocardio infartado también inician los procesos de
reparacion de las heridas. Esto incluye la fagocitosis y la reabsorcién de los
tejidos necrosados e hipertrofia de los miocitos que apenas viven, la
degradacion y la sintesis de la matriz de soporte como lo son el colageno y las
integrinas, y la proliferacion de los miofibroblastos y

angiogénesis/vasculogénesis (22).
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VI. GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF-a)

> Caracteristica del gen TNF-a

El gen que codifica el TNF- a esta ubicado en el brazo corto del
cromosoma 6 en la region p21.3, dentro del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase IIl. Se ubica entre los loci del HLA-B (region
CMH clase I) y HLA-DR (CMH clase Il) (23). El gen TNF-a tiene un tamafio de
3.6 Kb y esta 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 monémeros que conforman la proteina activa.
Ademas este gen posee tres intrones cuya funcién es desconocida (Figura 6).
ElI TNF- a se une a los receptores de superficie celular TNF-R1 y TNF-R2, los
cuales son activados mediante la respuesta fisiolégica del TNF- a, incluyendo
la apoptosis en miocitos cardiacos. Se ha observado que el TNF induce una
respuesta al crecimiento hipertréfico y a la apoptosis en miocitos cardiacos y
sugiriere que este tiene un papel muy importante en la homeostasis miocardial
(24). La unioén a sus receptores de superficie celular provoca cascadas de
sefalizacién intracelular que pueden resultar en la activacion de factores de
transcripcion como el factor nuclear-k B (NF- «k B) o dominios de muerte como
las caspasas. Estos modulan la expresion del gen TNF- a y pueden amplificar
la inflamacién o promover la apoptosis (25). Esta regulacién transcripcional del

gen es mediada via el promotor 5’ (26).
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FIGURA 10. Conformacién génica del TNF-a. El gen del TNF-a es
representado en la parte superior, en el brazo corto del cromosoma 6, en la
posicién 6p21.3, formando parte del complejo mayor de histompatibilidad clase
lll. En esta regién se encuentran genes que codifican para las moléculas TNF-a
y TNF-B, 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. Ademaés, se indica la ubicacién de las regiones polimérficas,
hasta ahora identificadas para el gen TNF, las cuales comprenden 5
microsatélites (denominados con las letras a, b, ¢, d, €) y 19 cambios de un
Unico nucledtido (SNP). Estos SNP estan representados con un cambio, o
delecién, de sus respectivas bases en la parte inferior de la figura. En la +691
el polimorfismo esta dado por una delecién de G (27).
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» Polimorfismo del TNF-a

El locus del TNF- a posee una variedad de sitios polimérficos en la
region codificante y en su vecindad. Como lo es el polimorfismo de nucle6tido
sencillo (SNP), que consiste en el 'cambio de un nucledtido que puede
detectarse en cualquier lugar del DNA, ya sea en las secuencias regulatorias
en el extremo 5" (promotor) o después de la regidén codificante (regién no
transcrita del extremo 3’ [UTR]). El polimorfismo de nucleétido sencillo se ha
descrito en varias posiciones, pero las posiciones a estudiar en este proyecto
son las siguientes, la posicién -308, la cual es una mutacién puntual en la que
la presencia de guanina define la variante TNF1 y la presencia de adenina la
variante TNF2. El segundo polimorfismo radica en la posiciéon -238 donde la
variante TNFG contiene guanina, mientras que la variante TNFA contiene
adenina (26).

> Funcién biolégica

ElI TNF es el mediador principal de la respuesta inflamatoria aguda y su
principal fuente celular son los monocitos y macréfagos activados, aunque
también puede ser producida por células endoteliales, células NK vy linfocitos T
y B (26). Una de las funciones biolégicas del TNF es que estimula en las
células endoteliales la expresion del factor tisular, que es un activador potente
de la coagulacién, e inhibe la expresién de la trombomodulina, que es un
inhibidor de la coagulacién (28). La respuesta inflamatoria y la produccién de
TNF son los componentes integrales de la respuesta del huésped para tejidos
dafiados y juegan un papel particularmente activo después del infarto al
miocardio. Las citocinas son liberadas para modular la reparacién del tejido y la
adaptacion después del dafio.

En el momento inicial, las citocinas como el factor de necrosis tumoral
alfa son producidas tan pronto se sufre el infarto al miocardio. El TNF-a no esta
expresado en condiciones normales en el corazén. La regulacién y produccion
de esta citocina representa una respuesta innata al estrés contra el dafio del

miocardio.
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La concentracién del TNF- a se eleva rapidamente en la zona isquémica
central durante el infarto pero generalmente es mas elevado en las zonas que
bordean la zona afectada. El estrés isquémico representa un potente factor
desencadenante para la produccion de esta citocina, principalmente en la zona
peri-infartada. Kapadia y colaboradores reportaron que debido al estrés del
miocardio se puede desencadenar una produccién de TNF- a de novo cada 30
minutos y esto es principalmente para amplificar los efectos de la citocina (22).

La estimulacion de la secrecion del TNF-a en respuesta a la isquemia
miocardica o infarto tiene efectos en el miocardio que provocan 4 cambios
directamente en los miocitos cardiacos y que contribuyen a la remodelacién
fenotipica: 1) apéptosis progresiva de miocitos, 2) hipertrofia de miocitos, 3)
defectos en la contractilidad, y 4) transduccién inflamatoria. Las citocinas tienen
efectos adicionales en la matriz extracelular, integrinas y regeneracion vascular
y cardiaca. Citocinas como el TNF- a IL-1, y la IL-6 son de las mas
comunmente asociadas con los procesos de remodelacién post-infarto (22).

Se ha reportado que la expresion del TNF —a se induce en el miocardio
en respuesta a una variedad de formas de lesiones cardiacas como la isquemia
miocardica, la disfuncién ventricular derecha, la cardiomiopatia y el edema
pulmonar (24), lo que puede ser un factor importante en la perpetuaciéon del
dafio coronario y final desencadenamiento del infarto.

> Seializaciéon por la familia de receptores del factor de necrosis

tumoral.

La familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) estimula la
transcripcién génica o induce la apoptosis en una amplia variedad de células.
Los prototipos de esta familia son los receptores para el TNF, denominado
receptor del TNF tipo | (TNF-RI) y receptor del TNF tipo Il (TNF_RII). Los
miembros de esta familia son proteinas de membrana tipo | con dominios
extracelulares ricos en cisterna conservados, y entre ellos se incluyen los
receptores del TNF, el receptor de la linfotoxina-B (LT-BR), Fas y CD40. Los
ligandos para estos receptores tienen una estructura tipica, con un plegamiento
en piramides triangulares homotriméricas. Estos ligandos son proteinas
secretadas y proteinas de membrana que son expresadas habitualmente por
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las células del sistema inmunitario y, entre ellas se encuentra el TNF, el ligando
de Fas y el ligando de CDA40.

La capacidad de diferentes miembros de la familia de receptores del
TNF de activar la expresién génica o de apoptosis se debe a la presencia de
uno de dos motivos estructurales conservados en las regiones citoplasmaticas
de los receptores. EI TNF-RI y la molécula Fas comparten un motivo de
secuencia que recibe el nombre de motivo de muerte debido a que la mutacion
o la delecién de esta region impide que las moléculas del TNF-RI o Fas liberen
sefales inductoras de la apoptosis. El dominio de muerte es un dominio de
interaccién proteina-proteina para el ensamblaje de proteinas que contienen el
dominio de muerte y que interaccionan, denominado TRADD (dominio de
muerte asociado al receptor del TNF) 6 FADD (dominio de muerte asociado a
Fas), con las regiones intracelulares de las moléculas de TNF-RI o Fas
agrupadas, respectivamente. El TNF-RI puede unirse a FADD indirectamente
uniéndose primero a TRADD, al cual puede unirse al FADD por el mismo
dominio de interaccion proteina-proteina. La unién de estas proteinas
adaptadoras da lugar al ensamblaje de un complejo que activa la caspasa 8, la
cual a continuacién activa las caspasas efectoras que inducen la apoptosis.

TNF-RII, LT-BR y CD40 comparten un motivo citoplasmico diferente que
se une a una familia de moléculas adaptadoras llamadas factores asociados al
receptor del TNF (TRAF). Hasta la fecha, se han identificado 6 TRAF. Los
factores TRAF 1 y 2 interaccionan con el TNF-RII, el TRAF-2 y el TRAF-3,
interaccionan con CD40, y el TRAF-4 interacciona con LT-BR. El TNF-RI puede
unirse indirectamente al TRF-2 por medio de la proteina adaptadora TRADD.
Las moléculas adaptadoras asociadas al TNF-RI también pueden unirse a una
serina-treonina quinasa, denominada RIP (proteina de interaccion con el
receptor). Diversos estudios con ratones sometidos a inhibicion génica
selectiva que carecen de TRAF-2 o RIP indican que el TRAF-2 activa la enzima
quinasa N terminal de Jun (JNK), que a continuaciéon activa el factor de
transcripcion AP-1 (proteina de activacion-1), mientras que la RIP activa el
factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear —kB). Asi, la unién de ligandos a
los miembros de la familia de receptores del TNF que contienen dominios
citopldsmicos de unién al TRAF da lugar a la estimulacion de la transcripcion
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génica de las células diana. Este es el mecanismo por el que CD40 transmite

sefiales activadoras a las células B y a los macréfagos. Debe sefialarse que no
se conocen completamente estas vias (28).
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FIGURA 11. Transduccién de sefiales por los receptores del TNF.
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IX. ESTUDIOS EN OTRAS POBLACIONES

Existen estudios previos en los que se ha relacionado a los SNPs -238 y
-308 con la proteccion o susceptibilidad al desarrollo de diversas
enfermedades (29). Estos sitios polimoérficos también han sido estudiados en
enfermedad arterial coronaria, IAM, angina inestable y shock cardiogénico
obteniéndose diversos resultados de acuerdo a la poblacion estudiada. Bennet
y cols reportaron asociacion del TNF-o —308 con incremento del riesgo a
padecer infarto agudo al miocardio en individuos franceses y esta asociacion
se incremento al realizar el mismo estudio en personas fumadoras (22). Otros
estudios en poblaciones donde se analiz6 la posicion TNF-238 en ingleses no
se encontré asociaciéon con enfermedad arterial coronaria. En la poblacién
Francesa, TNF-238 tampoco se asocio a infarto agudo al miocardio. A
diferencia con la posicion TNF-308, esta se asocio a infarto agudo al miocardio
tanto en la poblacién Francesa como en la Brasilefia (Tabla).

Estos antecedentes sugieren que la alteraciéon en la cantidad o calidad
de la produccioén de las citocinas pueden formar parte de los eventos que llevan
al infarto, asi como la respuesta del miocardio al infarto. La importancia de los
procesos de remodelacién cardiaca post-infarto en el paciente que sobrevive es
la de estar bien documentados para futuros casos y subsiguientes estudios
(30).
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' POLIMORFISMO

TABLA 3. TNF-a en enfermedades cardiovasculares en otras

i
| -238
H
i
i
Hi
It
i
i
it
i
]
i
i
il
i
i
| -308
i
i
i
il
il
it
i

poblaciones.
ENFERMEDAD RESULTADOS  REFERENCIA
Enfermedad arterial No asociado Allen RA, et al. E
coronaria Ingleses Eur J Clin Invest |
(31). i
Infarto al miocardio No asociado Herrmann SM, et al. {
Franceses Eur J Clin Invest (32)|
Infarto al miocardio Asociado Padovani J, et al.
Brasilefios Thrombosis Research
33).
Angina inestable No factor de riesgo Appélorzi O, etal.
Belgas Ches (34).
Infarto al miocardio Asociado Bernard V, et al.
Franceses Clin Chem Lab Med
(35).
| Shock cardiogénico Susceptible Herrmann SM, et al.
| _ Franceses  EurJ Clin Invest (32). |
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X. OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue investigar la asociacion entre los
polimorfismos del TNF-a (-238 y -308) y la susceptibilidad y/o proteccién al
desarrollo del infarto agudo del miocardio en la poblacién mexicana.

X. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar las frecuencias de las variantes ubicadas en los sitios
polimérficos del promotor del gen que codifica para TNF- a en un grupo de
pacientes mexicanos con infarto agudo al miocardio.

2.- Determinar estas mismas variantes en un grupo control sin antecedentes
familiares ni clinicos de infarto agudo del miocardio, pareados por edad, sexo, y
origen étnico.

3.- Una vez definidas estas frecuencias, compararlas entre los dos grupos de
estudio con el fin de definir si algun polimorfismo del TNF-a estudiado pudiera
estar confiriendo susceptibilidad y/o proteccién para el desarrollo de este

padecimiento en la poblacién mexicana.
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XI. JUSTIFICACION

El Infarto agudo del miocardio (IAM) es un padecimiento de etiologia
multifactorial, donde se requiere de un individuo susceptible desde el punto de
vista genético y quien en presencia de un factor ambiental desarrolla
padecimientos cardiovasculares como el IAM. Segun datos del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional en México se registran 50 mil
muertes al afio por |IAM.

La inflamacién en la aterosclerosis es una respuesta vascular frente a
una gran variedad de estimulos. Se caracteriza por el movimiento de células
desde la luz vascular hacia el interior de la pared arterial en el lugar en el que
se ha iniciado el estimulo nocivo, esto bajo la influencia de factores
quimiotacticos, producidos localmente. Cuando el estimulo inflamatorio es
persistente o se repite continuamente se producira una inflamacion crénica. El
infiltrado de células inmunitarias tipico de la inflamacion cronica esta
compuesto por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. La liberacién
crénica de mediadores de la inflamacién producira lesion tisular, cicatrizacién y
la posible perdida de la funcion tisular.

El estudio del TNF-a es importante porque este gen codifica para
proteinas relevantes en la patogénesis del Infarto Agudo del Miocardio,
pretendiendo definir a este gen como un marcador de susceptibilidad o
resistencia a este cada vez mas comun padecimiento; actualmente en la
medicina gendémica no sélo se trata de combatir este tipo de padecimientos
sino principalmente de prevenirlos realizando estudios que ayuden a evitar en
la medida de lo posible este padecimiento.
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XI. HIPOTESIS

Si el TNF-o participa en el proceso inflamatorio que conlleva al
desarrollo de la placa ateromatosa y por tanto al IAM y sus genes presentan
sitios polimoérficos que regulan su produccién, algunos de sus alelos podrian
diferenciar a los pacientes de los individuos control y ser por tanto marcadores
de susceptibilidad y/o proteccion para este padecimiento.
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Xll. METODOLOGIA

Disefio
Se trata de un estudio transversal de casos y controles.

Universo de estudio

Pacientes

Se estudiaron 150 pacientes mexicanos, no relacionados entre si, cuyo

seguimiento clinico se realiza en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez" que cumplian con los criterios clinicos y ecocardiograficos para IAM y
que habian ingresado al Departamento de Urgencias y Unidad Coronaria de

este instituto.

Controles
1. Se incluyeron 150 individuos sanos no relacionados que fueron pareados

con los pacientes considerando edad y sexo.

2.

-

o~ 0N

Para ser considerado sano, el grupo control debidé estar libre de
sintomas y sin antecedentes familiares y/o clinicos de enfermedad
cardiovascular, principalmente IAM y presentar un electrocardiograma

normal.

Criterios de Inclusion

El individuo estudiado debi6 ser mexicano y que dos generaciones

previas a él fueran nacidas en México.

Consentimiento informado firmado.

Contestar un cuestionario.

Edad mayor de 18 afios menores de 70 afios

Que al momento del ingreso tuvieran:

A. Sintomas de infarto agudo del miocardio de localizacién inferior (IAM-
INF) caracterizado por dolor de tipo anginoso (localizado en el
precardio, el cual se puede irradiar hacia la base del cuello, la
mandibula o hacia las extremidades superiores) de mas de 30
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minutos de duracion, el cual haya sucedido en las Ultimas seis horas,
que puede estar acomparfado de sintomas neurovegetativos como
diaforesis, sensacion de nauseas y/o vémito, sensacién y/o accion

de miccién o defecacion.

» Criterios de exclusiéon

. Que en el cuestionario se observaran las siguientes caracteristicas:
a) La no ingesta excesiva de grasas

b) Medicamentos

c) Fumadores, etc.

2. Que se encontraran en periodo de embarazo o lactancia.

3. Sintomas sugestivos de diseccion adrtica.
4. Pacientes con enfermedades como cerebro vasculares, isquemia cerebral

transitoria o cualquier indicio de dafio estructural del sistema nervioso
central v.g. neoplasia intracraneal o intraespinal, aneurisma o malformacién

arteriovenosa.

5. Pacientes con traumatismo que lo hayan llevado a sufrir infarto.

Cualquier historia de accidentes Retinopatia diabética hemorragica u otra

condicién hemorragica oftalmica.

. Obesidad.

> Requerimiento adicional para ambos grupos (pacientes y controles)

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

o El estudio fue de riesgo minimo ya que solo incluyo la venopuncién
antecubital para la obtencién de 15 ml de sangre periférica.

e El presente proyecto cumplié los requisitos del comité institucional de
ética e investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia.
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> Anadlisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos que se
analizaron se obtuvieron por conteo directo y posteriormente se compararon
con las de los controles sanos no relacionados. En cada grupo de estudio se
evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de chi-cuadrada
(X?). Las diferencias entre grupos se determinaron usando la prueba de X? de
Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico EPIINFO (V. 5.0, USD Incorporated 1990, Stone
Mountain, GA, USA). Cuando el nimero comparado en alguna celda fue menor
a 5, se utilizé la prueba Exacta de Fisher. El valor de p fue corregido (pC)
multiplicando su valor por el nimero de comparaciones realizadas en cada
locus, con nivel de significancia establecido como pC<0.05. La fuerza de
asociacion se estimé como razén de momios (RM) con el intervalo de confianza

del 95% (IC) utilizando el método de Woolf (36).
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Xlll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

» Extraccion de DNA

Se tomaron 15 ml de sangre periférica de cada individuo en tubos
Vacutainer con EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo
el DNA gendmico por medio de la técnica de expulsion salina (37).

A partir de DNA genémico, se estudiaron los siguientes sitios polimérficos:
e TNF- a: polimorfismos —-238G/A y —308G/A ubicados en la regién
promotora del gen.

o Electroforesis para verificar que el peso del amplificado sea el correcto.

GEL DE AGAROSA AL 1.5%

300 pb
200 pb

100 pb

FIGURA 12. Visualizacién en transiluminador de luz ultravioleta del gel

de agarosa al 1.5%.Peso esperado de 300 pb.
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» Determinacién de los polimorfismos

Se utilizo la secuenciacion directa, que es el estandar de oro ya que permite
conocer la region de estudio base por base. En nuestro laboratorio contamos
con un secuenciador de 4 capilares de alta capacidad para realizar las
determinaciones en los tiempos propuestos. Cada muestra de DNA genémico
fue amplificada por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando parejas de iniciadores que cubren la regién donde se localiza el
polimorfismo (Anexo 3). Una vez obtenidos los productos deseados
amplificados por PCR, éstos fueron purificados utilizando un kit especializado
para tal efecto (Wizard, Promega, Madison, WI). Los productos purificados
fueron utilizados para realizar una PCR de secuenciacién con el kit Dye
terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Los
productos de ésta PCR también fueron purificados y para este fin se usaron
columnas Spin Dye Ex (QIAGEN, Hilden, Alemania). Finalmente se realizo la
secuenciacion automatizada de los productos de la PCR en un secuenciador
de 4 capilares Perkin Elmer tipo ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City,

CA, Estados Unidos).
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XIV. RESULTADOS
En las figuras A, B, C y D se muestran los electroferogramas de individuos:
heterocigoto -238 G/A (fig. A), homocigoto -238 G/G (fig. B), heterocigoto -308
T1/T2 (fig. C) y homocigoto -308 T1/T1 (fig. D) obtenidos por secuenciacion
directa.

A) ELECTROFEROGRAMA
DE
TNF -238 HETEROCIGOTO G/A

B) ELECTROFEROGRAMA
DE
TNF -238 HOMOCIGOTO G/G
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C) ELECTROFEROGRAMA
DE
TNF -308 HETEROCIGOTO T1/T2

D) ELECTROFEROGRAMA
DE
TNF -308 HOMOCIGOTO T1/T1
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TABLA 4. Frecuencias alélicas (fa) y genotipos (fg) de TNF-a -238 en
pacientes con infarto agudo del miocardio (IAM) y controles sanos.

TNF-a IAM CONTROLES
-238 (n= 145) (n=169) pC RM (1C95%)
Alelos n fa n fa
A 57 0.196" 23 0.068 0.0000015 3.35 (1.95-5.78)
G 233 0.803 315 0.932° 0.000003 0.30 (0.17-0.51)
Genotipos | n fg n fg
GG 94 0648° 147 0.870 0.000001 0.28 (0.15-0.50)
AG 45 0.310° 21 0.124 0.00015 3.17 (1.72-5.89)
AA 6 0.041 1 0.006 NS NS NS

A Aumento en los pacientes al compararse con el grupo control

B Disminucion en los pacientes al compararse con el grupo control
C. Disminucién en los pacientes al compararse con el grupo control
P Aumento en los pacientes al compararse con el grupo control

NS No significativo.

En la tabla 4 se muestra la distribucién de los alelos del TNF en la
posicion -238 tanto en los pacientes como en los controles, observandose un
incremento estadisticamente significativo en la frecuencia del alelo A en los
pacientes al compararse con los controles (pC= 0.0000015, RM= 3.35,
IC95%= 1.95-5.78). Por su parte, el alelo G mostr6 una disminucién
significativa en el grupo de pacientes al comparar con los controles (pC=
0.000003, RM= 0.30, 1C95%= 0.08-0.68). El analisis de los genotipos mostré
incremento en la frecuencia del genotipo AG en los pacientes al comparar con
los controles (pC= 0.003, RM= 3.19, IC95%= 1.44-7.27), asi como disminucién
del genotipo GG (pC= 0.003, RM= 0.32, [C95%= 0.09-0.61).
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TABLA 5. Frecuencias alélicas (fa) y frecuencias génicas (fg) de TNF-a -308

en pacientes con infarto agudo al miocardio (IAM) y controles sanos.

TNF-a IAM CONTROLES
-308 (n=145) (n=162) pC RM (IC95%)
Alelos n fa n fa
T1 250 0.862F 310 0957 0.00006 0.28 (0.14-0.55)
T2 40 0.137° 14 0.043 0.00006 3.54 (1.82-7.00)
Genotipos n fa n fa
T1T1 119 0.820 148 0914 NS NS NS
T1T2 12 0.082 14  0.086 NS NS NS
T2T2 14 0.096 0 0.000 NS NS NS

E  Disminuido en los pacientes al compararse con el grupo control.
F_Aumento en los pacientes al compararse con el grupo control.
NS No significativo.

En la tabla 5 se muestra la distribucién de los alelos del TNF en la posicién
-308 tanto en los pacientes como en los controles. En este caso, se observa
incremento en la frecuencia del alelo T2 en los pacientes al comparar con el

grupo control

(pC=,0.00006, RM=3.54, 1C95%=1.82-7.0). Por su parte, la

frecuencia del alelo T1 se encontré disminuida en los pacientes (pC=0.00006,
RM=0.28, 1C95%=0.14-0.55).La distribucién de los genotipos en esta posicién
fue similar en pacientes y controles sin ningun dato estadisticamente

significativo.
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XV. DISCUSION

Diversos estudios sugieren que el proceso inflamatorio juega un papel
preponderante en el desarrollo de la aterosclerosis y por tanto en el IAM. Dado
esto, el estudio de moléculas que participan en este proceso inflamatorio es de
suma importancia para establecer la fisiopatogenia de estos padecimientos.
Una de las moléculas mas reconocidas a este respecto es el TNF-q, el cual es
una de las principales citocinas proinflamatorias. Algunos estudios han
reportado niveles incrementados de TNF-a en el suero de pacientes con
enfermedades cardiovasculares.

El gen del TNF-a se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y
presenta varios sitios polimérficos 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 regulaciéon de la transcripcién y a su frecuencia en las
poblaciones analizadas. Estos polimorfismos han sido asociados con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares incluyendo el IAM. En nuestro
trabajo estudiamos la distribucién de los polimorfismos -238 y -308 del TNF-a
en un grupo de pacientes mexicanos con |IAM y en un grupo de controles
sanos.

Los hallazgos del presente estudio confirman lo reportado por Herrmann
y cols (32) quienes encontraron asociaciéon entre el polimorfismo -308 y el
desarrollo de IAM en la poblacién brasilefia, pero difieren de lo reportado por
Bernand y cols (35) quienes no encontraron relaciéon entre este polimorfismo y
el desarrollo de IAM en la poblacién francesa. En los pacientes mexicanos el
alelo T2 parece conferir riesgo para el desarrollo de IAM.

El polimorfismo en la posiciéon -238 fue analizado por Herrmann y cols
(32) en el grupo de pacientes franceses con IAM sin encontrar asociacién
significativa. Sin embargo, en nuestros pacientes encontramos asociacién
significativa con el alelo A y con el genotipo AG.

Los polimorfismos TNF- 238 y -308 son de los mas estudiados debido a
sus implicaciones a nivel biolégico. El gen del TNF-a esta regulado por varios
factores de transcripcion como el NF-xB y el AP-1. Estos factores son
activados a través de vias de sefalizacion intracelular modulando asi, en la
célula huésped, la expresion del gen. Algunos estudios han establecido que los
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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 (30). De forma
importante, los estudios en modelos animales demuestran que la mayor
expresion de TNF-a se relaciona con inflamacion miocardica, hipertrofia
cardiaca, dilatacién progresiva e incremento de apoptosis, lo cual conlleva a la
falla cardiaca o muerte. Otros estudios realizados en ratones knockout, en los
cuales el gen del TNF- o ha sido deletado muestran disminucién del infiltrado
de macréfagos en el miocardio infartado. Por el contrario, otro grupo de ratones
con altos niveles de TNF-a presentaron importante dafio cardiaco (38).

Aunque la funcién biolégica precisa para el estrés inducido por la expresion de
TNF-a en el corazén todavia es desconocida, la observacién 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 (39).

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 étnico 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 encontramos asociacién importante entre los
polimorfismos del TNF y el desarrollo de IAM, nuestros datos pueden ser
corroborados en otras poblaciones principalmente latinas con el fin de que
podamos considerarlos como marcadores de desarrollo de IAM. Por otro lado,
hay que considerar que el IAM es un padecimiento multifactorial. Por esta
razén creemos pertinente el estudiar otros genes que codifican para moléculas
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inflamatorias que de una u otra forma podrian estar involucrados en los
procesos que llevan al desarrollo del IAM.

Seria adecuado estudiar todo el perfil de genes de citocinas pro y
antiflamatorias con el fin de tener un panorama completo del proceso
inflamatorio. Otros posibles genes de estudio son aquellos que participan en el
proceso oxidativo y en el trombético que junto con el inflamatorio llevan al
desarrollo del IAM.

En resumen, el presente trabajo establece que los polimorfismos del
promotor del TNF-a -238 y -308 participan en la susceptibilidad al desarrollo del
IAM en la poblacién mexicana.
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XVI. CONCLUSIONES

1. En la posicion -238 del gen del TNF-q, el alelo A y el genotipo AG estan
asociados con la susceptibilidad genética para el desarrollo del IAM en la

poblacién mexicana.

2. El alelo G y el genotipo GG estan asociados con la proteccién genética
en contra de este padecimiento en nuestra poblacion.

3. En la posicion -308 del gen TNF-a, el alelo T2 esta asociado con la
susceptibilidad genética para desarrollar IAM en la poblacién.

4. El alelo T1 esta asociado como alelo de proteccién genética para IAM en

México.
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ANEXOS

Anexo 1. Técnica de extraccion de ADN genémico

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 ul de triton, mezclar perfectamente hasta que el triton se
homogenize.

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

Si el botéon esta muy rojo, realizar otro lavado con TKM1 sin agregar
tritdn y centrifugar a 3000 rpm durante 5 min. Repetir este paso hasta
que el botén se vea blanco.

Adicionar 800 p de TKM2 y 50 pl de SDS al 20%.

7. Mezclar hasta que ya no se vea el botén y entonces incubar a 55° C por

(o]

15 min.
Adicionar 300 pl de NaCl = 6 M, mezclar y centrifugar a 3000 rpm
durante 10 minutos.
Transferir el sobrenadante a dos tubos appendorf de 1.5 ml y adicionar
1000 pl de etanol absoluto a temperatura ambiente, mezclar por

inversion hasta que precipiten las hebras de DNA.

10. Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min y tirar el sobrenadante.
11.Lavar el botén de DNA con 1000 pl de etanol al 70% frio, centrifugar a

14 000 rpm durante 5 min, tirar el sobrenadante.

12.Secar el botén de DNA durante 20 min, ya seco este se resuspende en

250 pl de T.E., se mezcla e incuba durante 15 min a 55°C. (39)
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Cuantificacién y ajuste de DNA

- En un espectrofotémetro 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 ul

Donde: 50 ng es el equivalente a una unidad de densidad 6ptica.
100 es el factor de dilucién.

- Todos nuestros DNA's los ajustamos a 200 ng/ul

ng/ul totales
200 pl

Sangre Eritrocitos
Periférica 10 ml.

L ' ' ‘ - Lisis
Lisis Leucocitos

W - §— 0 — g — -

Pp de DNA Transferir
Desecar sohrenacante

Pp de prot.

Incubar 555C.
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Anexo 2. Férmulas para preparacion de soluciones

1. Solucién TKM1 para extraccion de DNA.

g/Lt
10 mM Tris-HCI PM = 157 1.58
10 mM KClI PM = 74.557 0.745
10 mM MgCl PM =203.30 2.03
2 mM EDTA PM =372.2 0.74

* Ajustar a un pH de 7.6

2. Solucién TKM2 para extraccion de DNA.

glLt
10 mM Tris — HCI PM = 157.64 1.57
10 mM KClI 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 12119
Acido bérico 0.94 M 58.12 g
EDTA0.01 M 3.72g

* Disolver em 600 ml de agua destilada, ajustar pH = 8.0 y aforar a 1000 ml
com agua destilada.
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Anexo 3. Amplificacion de los genes TNF-a posiciones -238 y -308.

1. Preparacion de la PCR (25 pl)

1 muestra
dNTP’s 4.0 pul
Buffer 2.5 ul
MgCl, 1.5l
Primer 1 2.5yl
Primer 2 2.5yl
H20 8.0 ul
Taq 125 pl

2. Iniciadores utilizados para la PCR y su subsecuente secuenciaciéon

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

5-TCATCTGGAGGAAGCGGTAG-3’

3. Condiciones del termociclador

L PCR

}

TNF-238 y 308 /R
Iniciadores especificos
5 GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC

TNF-238 y -308 /F
Iniciadores especificos
5' TCATCTGGAGGAAGCGGTAG

30 ciclos
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Anexo 4. Purificacion de los productos amplificados

1.- A 2 pl 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 estara listo para secuenciarlo.

PURIFICACION POR EXOSAP

DNA blanco

4dNTPs

|
LLLLL

DNA polimerasa Ciclaje . . .
| Utiliza dos enzimas
| Doble cadena

Producto de PCR hidroliticas

©

Exceso de Primer
+

4 dNTPs

LU

-

Anadir ExoSAP-IT 37°C, 15 min tratamiento

80°C, 15 min inactivar

Doble cadena
Producto de PCR
(+]

Nucleétidos, P1

\

Secuenciacion 6 andlisis de SNP
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Anexo 5. Condiciones para PCR de secuenciacion

1. Preparacion de la PCR

1 muestra
Big Dye 2 ul
Buffer 5 X 3l
Primer 3.2 mM 1l
HO 7 ul

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

* Big Dye Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit. Applied Biosystems. Foster
City, CA.
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Anexo 6. Purificacién de los productos de PCR de secuenciacion

La purificacién de estos productos se hizo por medio de las columnas de

Qiagen.

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

. 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.

. 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.

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

. Ya estando seco, entonces esta listo para secuenciarse.
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Anexo 7. Secuenciacion

1. Ya que esta el producto seco, este se resuspende en 15 pul 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
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