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PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS DEL PROMOTOR DEL GEN DE LA INTERLEUCINA-10
EN LA GENESIS DE LOS ANEURISMAS DE LA AORTA ABDOMINAL

Resumen. Introduccion. La interleucina-10 (IL-10) es una citocina antiinflamatoria que se ha implicado en la patogenia
de los aneurismas de la aorta abdominal (AAA). Se han descrito variaciones en el promotor de su gen que pueden condi-
cionar su produccion, y alterar el equilibrio entre citocinas pro y antiinflamatorias. Objetivo. Estudiar el genotipo de los
microsatélites y polimorfismos del promotor de la IL-10 para valorar las posibles predisposiciones genéticas en la po-
blacion espaiiola portadora de un AAA. Sujetos y métodos. Se realizo el tipado de los microsatélites asociados (IL-10R e
IL-10G) y de las tres posiciones polimdrficas (-1082, -819, -592) del promotor de la IL-10 en un grupo de 72 pacientes
con un AAA, y se comparé con una muestra control de 349 sujetos sanos. Resultados. Microsatélites asociados: no se
encontraron diferencias significativas al analizar el patron fenotipico de los microsatélites IL-10G e IL-10R entre los
pacientes con un AAA y el grupo control. Polimorfismos puntuales: no se encontraron diferencias significativas al anali-
zar los diferentes haplotipos del promotor del gen de la IL-10 entre los pacientes con un AAA y el grupo control. Conclu-
siones. A la vista de nuestros resultados, en la poblacion espariola no existe una relacion entre ninguno de los diferentes
alelos de los microsatélites IL-10R e IL-10G asociados al promotor de la IL-10'y la presencia de un AAA en dicha pobla-
cion. Tampoco existe una relacion entre los diferentes haplotipos del promotor de la IL-10 y esta enfermedad en nuestro
medio. [ANGIOLOGIA 2006; 58: 279-85]
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Introduccion Lo que se sabe es que hay una alteracién en los

patrones de coldgeno y elastina de la pared adrtica
La causa que produce los aneurismas de la aorta ab- [1] que da lugar a su debilitacién y posterior dilata-
dominal (AAA) sigue siendo una incégnita por re- cion. En este proceso de alteracién de las proteinas
solver, por lo que existen hoy en dia numerosas vias estructurales, las metaloproteasas de matriz (MMP)
de investigacidn abiertas en este sentido. desempefian un papel importante. Asi se han encon-
trado niveles mayores de estas enzimas en la pared
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inas estructurales producida por las MMP cumple
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berse a un proceso autoinmune [7]; se han estudiado
numerosas relaciones con moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad humana, asi como
posibles polimorfismos de los genes de las citocinas
asociados a esta enfermedad [8-13].

El objetivo de este estudio ha sido determinar si
existen polimorfismos relacionados con la aparicién
de los AAA, dentro del complejo genético asociado
al promotor del gen de la interleucina-10 (IL-10),
una potente citocina antiinflamatoria, cuyo defecto
puede inducir grados mas graves de inflamacién.

Sujetos y métodos

Se han analizado los microsatélites IL-10G e IL-10R,
y los polimorfismos puntuales simples del promotor
delaIL-10 (-1082, -819, -592) en un grupo de 72 pa-
cientes portadores de un AAA infrarrenal inespecifi-
co. Los factores de riesgo asociados fueron los habi-
tuales en este grupo de pacientes (Tabla I). Todos
ellos eran espaiioles pertenecientes al Area Sanitaria
7 de Madrid y tenian ascendencia espafiola. Se des-
cartaron todos aquellos casos en los que existian an-
tecedentes de enfermedades autoinmunes, asi como
enfermedades inflamatorias crénicas. Todos estos
pacientes habfan sido intervenidos; durante la ciru-
gia se comprobd el cardcter aneurismatico de las le-
siones mediante anatomia patoldgica.

El grupo control se encuentra formado por 349 su-
jetos sanos pertenecientes al Area Sanitaria 7 de Ma-
drid en los que se ha descartado la presencia de en-
fermedades cardiovasculares y autoinmunes entre
otras. Por tanto, es una muestra representativa de
nuestra comunidad, que forma parte de una genoteca
importante que se encuentra en nuestro centro y que
se emplea como control en numerosos estudios ge-
néticos e inmunoldgicos. A la hora de determinar los
microsatélites IL-10G fueron validas las 349 mues-
tras, mientras que para la determinacién de los mi-
crosatélites IL-10R y los polimorfismos puntuales

Tabla I. Factores de riesgo del grupo con un aneurisma de la
aorta abdominal (n = 72).

Hipertensién arterial 40 (55,6%)

Cardiopatia isquémica 24 (33,3%)

Enfermedad pulmonar
obstructiva crénica

17 (23,6%)

Tabaquismo 62 (86,1%)

Sexo varén 70 (97,2%)

Edad (media + desviacién estandar) 67 + 14,7 ahos

del promotor de la IL-10 fueron vdlidas 328 y 333
muestras, respectivamente. La razén es la invalida-
cién de algunas muestras durante el procedimiento.

Se entregé el consentimiento informado a todos
los pacientes y sujetos del grupo control.

Obtencion del ADN

El ADN se ha obtenido a partir de los leucocitos de
una muestra sanguinea de 10 cm® conservada con
EDTA (4cido etilendiaminotetracético) como anti-
coagulante a 4 °C hasta su procesamiento. Todas las
muestras se tomaron en la mafiana previa a la cirugia,
y se aprovechd la canalizacidn de vias periféricas.
Una vez obtenido el ADN se realizé una amplifica-
cion de las zonas de interés en cada caso mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), con la fi-
nalidad de obtener un nimero suficiente de copias y
asi poder trabajar con ellas.

Deteccion de los microsatélites IL-10G e IL-10R

Para la determinacion de los microsatélites IL-10R e
IL-10G, situados a 4 y 1,2 kb, respectivamente, del
origen de trascripcion, se realizé el andlisis por me-
dio de un secuenciador automéatico (ABI PRISM ©
310 Genetic Analyzer) que especifica el tamafio del
microsatélite por medio de fluorescencia. Los ceba-
dores empleados para la amplificacién y los fluoro-
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Tabla Il. Cebadores empleados para la amplificacién de los microsatélites IL-10G y IL-10R.

Marcador Cebadores Alelos: pares  Fluorocromo Referencia
de bases

IL-10.3: 5’-CCCTCCAAAATCTATTTGCATAAG-3*  IL-10R1:111

IL-10R Tetracloro-6-carboxi-fluoresceina 265
IL-10.4: 5’-CTCCGCCCAGTAAGTTTCATCAC-3’ IL-10R4: 117
IL-10.A: 5’-GCAACACTCCTCGTCGCAAC-3’ IL-10G1: 107

IL-10G 6-carboxifluoresceina 265
IL-10.B: 5’-CCTCCCAAAGAAGCCTTAGTA-3’ IL-0G18:141

Tabla lll. Cebadores empleados para la amplificacion de lareac-
cién en cadena de la polimerasa de los polimorfismos puntua-
les del promotor de la interleucina-10.

Cebadores  Secuencia de nucleétidos

1082G 5’-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'
1082A 5'- CTACTAAGGCTTCTTTGGGAA -3’
819T 5’- GCAAACTGAGGCACAGAGATA-3’
819C 5’- CAAACTGAGGCACAGAGATG-3’

592C 5’- CCAGAGACTGGCTTCCTACAGG-3’
HGHU 5’- CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3’
HGHD 5'- ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGT3’

cromos utilizados para la deteccion se especifican en
la tabla II.

Determinacion de los polimorfismos
del promotor de la IL-1

La técnica empleada para el andlisis de estos poli-
morfismos, -1082 —guanina/adenosina (G/A)—, -819
—citosina/timina (C/T)-y -592 (C/A), fue la PCR
especifica de alelo. Este método estd basado en la
deteccidn simultdnea de dos mutaciones situadas en
la regién promotora, mediante un control interno
para cada muestra con el fin de vigilar que la reac-
cion estuviese funcionando correctamente. Las tres
PCR fueron:
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a) -1082A/-592C: detecta el promotor ACC.
b) -1082A/-819T: detecta el promotor ATA.
c) -1082G/-819C: detecta el promotor GCC.

Dado que estd descrito en las fuentes bibliograficas,
se ha supuesto que siempre que existe una C en la
posicién -819, también existe una C en -592. Lo mis-
mo sucede con la pareja -819T/-592A: cuando un
individuo presenta una T en -819, también presenta
una A en -592. Gracias a esta técnica podemos deter-
minar qué polimorfismos se encuentran fisicamente
en el mismo cromosoma y, por tanto, qué haplotipos
lo forman. Los cebadores empleados para esta reac-
cién se describen en la tabla I1I.

Métodos de analisis estadistico

Para la recogida de datos se empled una base de
datos creada a tal efecto con el programa Microsoft
Access 2000. Para el analisis estadistico, se utilizd
el paquete informatico de anélisis estadistico Epiln-
fov. 6.02.

El estudio se encuentra disefiado como una com-
paracion de casos y controles. Las frecuencias geno-
tipicas se llevaron a cabo mediante tablas de contin-
gencia 2 x 2. La probabilidad de distribucidn se esti-
mé mediante el andlisis estadistico %2, y cuando uno
de los valores esperados fue menor de 5 se aplico el
test de Fisher. Se escogi6 el valor de la p de dos co-
las, ya que la hipétesis de partida es que existe una
diferencia entre enfermos y controles sin presuponer
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un aumento o una disminucion de un alelo
dado. Los intervalos de confianza de las
odds ratio al 95% se estimaron con el méto-

Tabla IV. Frecuencias fenotipicas de los alelos del microsatélite IL-10R en

el grupo de casos y en el grupo control.

AAA Control P OR IC 95%
do de Cornfield. (n=72) (n=328)
IL-10R2 68 (94,4%) 314(95,7%) 087 0,75 0,22-2,82
Resultados IL-10R3 22 (30,5%) 110(33,5%) 0,62 0,87 0,48-1,56

Microsatélites IL-10G e IL-10R

El microsatélite IL-10R consta de cuatro ale-
los: IL-10R1, IL-10R2, IL-10R3 e IL-10R4.
Los alelos IL-10R1 e IL-10R4 son muy po-

co comunes en nuestra poblacion. La distri- AAA Control p OR  IC95%
bucién fenotipica de estos alelos tanto en el (n=72) (n= 349)

rupo de AAA como en el grupo control se
grup grup IL-10G9 38 (52,8%) 187 (53,6%) 0,90 0,96 0,56-1,66
expone en la tabla I'V.

A la vista de los resultados obtenidos, se IL-10G10 9 (12,5%)  50(14,3%) 0,68 085 0,37-1,91
observa que no se encontraron diferencias IL-10G11 18 (25%) 85 (24,7%) 0,90 1,03 0,55-1,92
significativas en la distribucion de los alelos

) IL-10G12 10 (13,9%) 33(9,5%) 025 1,54 0,67-3,47
IL-10R en los pacientes afectados por un
AAA cuando se comparan con un grupo IL-10G13 29 (40,3%) 163 (46,8%) 0,30 0,77 0,44-1,32
control sano; los pacientes del grupo objeto | |-10G14 16 (22,2%) 53(152%) 0,4 1,59 0,813,11
de estudio presentaron una distribucién de
L. AAA: aneurisma de la aorta abdominal; IC: intervalo de confianza; OR:
estos alelos similar a la encontrada en la po- o0dds ratio.

AAA: aneurisma de la aorta abdominal; IC: intervalo de confianza;
OR: odds ratio.

Tabla V. Frecuencias fenotipicas de los alelos del microsatélite IL-10G en

el grupo de casos y el grupo control.

blacién general.

El microsatélite IL-10G es mds polimor-
fico que el IL-10R, y muestra 14 polimorfismos (des-
de IL-10G1 a IL-10G14). Los ocho primeros poli-
morfismos son muy poco frecuentes en nuestra po-
blacién general, al igual que ocurre en otras pobla-
ciones, por lo que tnicamente se determinaron los
alelos IL-10G9 a IL-10G14.

La distribucién fenotipica de estos alelos en el
grupo de estudio y en el grupo control se exponen en
la tabla V.

Polimorfismos puntuales
del promotor de la IL-10

Cada una de las tres posiciones polimérficas estudia-
das se caracterizan por presentar los siguientes nu-
cleétidos: -1082 (G/A), -819 (C/T), -592 (C/A). Se ha

comprobado que en un promotor dado sélo existe
una de tres combinaciones posibles (haplotipos):

a) Haplotipo ATA: -1082 A -819 T -592 A.

b) Haplotipo ACC: -1082 A -819 C-592 C.

¢) Haplotipo GCC: -1082 G -819 C-592 C.

Su distribucién fenotipica en el grupo de estudio y en
el grupo control se expone en la tabla VI.

Segtn los resultados obtenidos, se puede confir-
mar que no existieron diferencias significativas en la
distribucién de los haplotipos entre el grupo de
pacientes portadores de un AAA y el grupo control;
los pacientes del grupo objeto de estudio presenta-
ron, por tanto, una distribucién de haplotipos similar
a la encontrada en la poblacién general.
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Tabla V1. Frecuencias fenotipicas de los haplotipos de los polimorfismos
simples del promotor de la IL-10 en el grupo de casos y el grupo control.

IL-10 Y GENESIS DE AAA

no presentan variaciones, tan importante es
el estudio del gen mismo como el andlisis de

AAA Control p OR  IC95% determinadas mutaciones en el promotor del
(n=72) (n=333) gen, que es la zona del ADN que condiciona
ATA  34@72%) 143429%) 05 118 0gop04 | LaCXpresiondecsie. Asimismo, también re-
sulta de interés el analisis de microsatélites
ACC 38(52,8%) 185(55,6%) 0,6 0,89 0,52-1,53 (secuencias de repeticion de dinucleétidos)
GCC 41 (56,9%) 211 (63,4%) 0,3 0,76 0,44-1,32 asociados al gen, dado que diferentes alelos
, , _ , pueden asociarse a diferentes niveles de ex-
AAA: aneurisma de la aorta abdominal; IC: intervalo de confianza; .
OR: odds ratio. presion del gen.

Discusion

El papel de las células inflamatorias en la patogenia
de los AAA estd siendo estudiado por diferentes gru-
pos de investigacion que intentan establecer una rela-
cién entre éstas y la produccion de determinadas
MMP que alterarfan la estructura normal del coldge-
no y la elastina de la pared adrtica [3,5,14-16].

La inflamacién crénica que se observa desde un
punto de vista histoldgico en la pared de los AAA fue
ya descrita por Koch et al [7], quienes ademads suge-
rian un posible origen autoinmune de la enfermedad.
Esta teoria se ha apoyado en estudios ulteriores que
han demostrado una asociacion de los AAA con dife-
rentes alelos del complejo mayor de histocompatibi-
lidad en diferentes poblaciones [8-13], asi como por
el descubrimiento de una proteina inmunorreactiva
en la pared de la aorta afectada por un AAA [17].

Pero, ademds de las relaciones cldsicas que aso-
cian las enfermedades inflamatorias crénicas ‘auto-
inmunes’ con alelos del complejo mayor de histo-
compatibilidad humana, otras moléculas estdn co-
brando interés como mediadoras de estos procesos.
Entre €stas, se encuentran las IL, moléculas con una
potente accion mediadora en los procesos inflamato-
rios, al producir la estimulacién o inhibicién de las
células del sistema inmune, que serian las princi-
pales productoras de MMP en la pared de los AAA.
A la hora de estudiar estos genes, que habitualmente

ANGIOLOGIA 2006; 58 (4): 279-285

La IL-10 es una potente citocina antiin-
flamatoria que inhibe la funcién de los ma-
créfagos [18] y actda indirectamente sobre los linfo-
citos T e interfiere las sefiales de las células presenta-
doras de antigenos a estos linfocitos [19]. Su accién,
por tanto, consiste en una reduccién en la produccién
de las citocinas proinflamatorias secretadas por los
neutréfilos, macrofagos y células T.

Se ha publicado que la presencia del haplotipo
-1082 A/-819T/-592 A del promotor del gen de la
IL-10 se asocia a una menor produccién de ésta en
los linfocitos de sangre periférica —cuando son esti-
mulados— que puede llegar a ser hasta del 25% [20].
La presencia del haplotipo -1082 G /-819 C/-592 C
se ha asociado a una mayor produccién de IL-10 in
vitro [20].

En el presente trabajo se ha estudiado el gen de la
IL-10 de cara a valorar posibles cambios en el pro-
motor del gen de esta citocina que puede desempefiar
un papel tan importante como molécula protectora
en los procesos inflamatorios.

No se han encontrado diferencias significativas
entre el grupo de casos de AAA y la poblacién con-
trol al valorar tanto los polimorfismos simples aso-
ciados al promotor como los microsatélites asocia-
dos. Por tanto, no podemos confirmar los hallazgos
encontrados por Bown et al [21], que revelaron una
mayor presencia de adenina en la posicion -1082 del
promotor. Aunque nuestros resultados nos llevan a
pensar que esta citocina no tiene influencia en la
patogenia de los AAA, hay que considerar que am-
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bos trabajos estdn realizados en diferentes grupos
poblacionales (anglosajones y latinos), y que es posi-
ble que en la poblacién inglesa estas alteraciones
puedan influir en la aparicién o predisposicion a pre-
sentar un AAA.

La principal limitacién de este estudio reside en
el grupo control. La situacién ideal de cualquier estu-
dio de casos y controles es formar un grupo control
con sujetos comparables en todos los factores de
riesgo al grupo de casos excepto en el evento que se
estudia. En nuestro caso, el grupo control estd forma-
do por un gran nimero de sujetos que forman una
muestra representativa de la poblacién en la que nos
movemos, y en la que se ha descartado la presencia
de enfermedades cardiovasculares mediante la anam-
nesis y la exploracién fisica. Es posible que alguno
de los sujetos del grupo control presentara un AAA
de pequefio tamafio no detectable mediante la explo-
racion. Sin embargo, esto probablemente no afecte a
los resultados del estudio. Hay que tener en cuenta
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ROLE OF POLYMORPHISMS IN THE INTERLEUKIN-10 GENE PROMOTER
IN THE DEVELOPMENT OF AN ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM

Summary. Introduction. The anti-inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-10) has been implicated in the pathogenesis
of the abdominal aortic aneurysm (AAA). Changes in the promoter region of the IL-10 gene have been found to condition
its production, altering the balance between pro- and anti-inflammatory cytokines. Aim. Associated microsatellites and
polymorphisms in the IL-10 promoter were typed in an attempt to identify a possible genetic predisposition for AAA in
the Spanish population. Subjects and methods. Associated microsatellites (IL-10R and IL-10G) and the three poly-
morphic loci (-1082, -819, -592) of the IL-10 promoter were determined in 72 patients with AAA and compared with
those established in 349 healthy control subjects. Results. No significant differences were observed between the AAA
and control group in the phenotypic patterns shown by the microsatellites IL-10G and IL-10R nor in the different
haplotypes of the IL-10 gene promoter. Conclusions. Our findings suggest no relationship between the different alleles of
the IL-10R and IL-10G microsatellites and AAA in the Spanish population. We were also unable to detect a clear
association between the different IL-10 promoter haplotypes and this disease. [ANGIOLOGIA 2006; 58: 279-85]
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