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Introduccion. Los polimorfismos genéticos estan
considerados como los nuevos factores de riesgo
para la enfermedad coronaria. Dentro de estos
genes podria incluirse al complejo mayor de
histocompatibilidad, dada la naturaleza
inflamatoria de esta patologia. El objetivo de este
estudio fue conocer si existe asociacion entre el
complejo mayor de histocompatibilidad y el infarto
de miocardio.

Métodos. Se realizo6 la determinacién de los
antigenos de histocompatibilidad por el método de
microlinfocitotoxicidad en 2 pasos modificado
para doble fluorescencia, en 60 pacientes
masculinos con antecedentes de infarto de
miocardio y 142 donantes sanos, y se estudio la
relacién con algunos factores de riesgo
cardiovasculares.

Resultados. Se encontré asociacion positiva con
los antigenos DR4 (odds ratio [OR] = 3,75; p <
0,025; intervalo de confianza [IC] del 95%, 0,60-
2,45) y B8 (OR = 4,37; p < 0,025; IC del 95%, 1,69-
3,11) para el infarto de miocardio en comparacién
con los controles. El antigeno B15 (1,66 frente al
16,66%, p < 0,001; OR = 0,14; p < 0,007; IC del
95%, 0,06-0,63) result6 el menos frecuente en el
grupo de pacientes, pudiendo ser ttil como
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marcador de protecciéon. Asimismo, la frecuencia
de los haplotipos B8-DR4 (1,2 frente al 9,0%, p <
0,001; OR = 7,50; p < 0,0003; IC del 95%, 2,15-4,17)
y B8-DR3 (8,5 frente al 2,3%, p < 0,001; OR = 3,70;
p < 0,004; IC del 95%, 2,50-5,12) fue
significativamente mayor. Los pacientes DR4
positivos mostraron mayor predisposicion para
desarrollar multiples infartos, mientras que los B8
tuvieron mayores antecedentes familiares de
cardiopatia isquémica, sin que se encontraran
diferencias significativas con los otros factores de
riesgo estudiados.

Conclusiones. Se encontré asociacion entre el
sistema mayor de histocompatibilidad y el infarto
de miocardio, asf como evidencias sobre la posible
naturaleza autoinmune de dicho episodio.
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HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS AND
MYOCARDIAL INFARCTION

Introduction. Genetic polymorphisms have
recently been identified as a risk factor for
coronary heart disease. Because of the
inflammatory nature of this disease, major
histocompatibility complex may be included
among these genes. The aim of this study was to
investigate whether major histocompatibility
complex is involved in conferring resistance or
susceptibility to myocardial infarction.

Methods. Selected human leukocyte antigens
(HLA) were studied by the classical two-step
microlymphocytotoxicity assay modified for
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double staining in 60 male patients with a history
of myocardial infarction and 142 healthy donors.
Several risk factors were analyzed.

Results. Positive associations with HLA-DR4
(odds ratio [OR] = 3.75; p < 0.025; 95% confidence
interval [CI], 0.60-2.45) and B8 (OR = 4.37; p <
0.025; 95% CI, 1.69-3.11) antigens were found for
myocardial infarction compared with healthy
controls. The frequency of HLA-B15 antigen was
lower in the patient group (1.66% vs. 16.66%, p <
0.001; OR = 0.14; p < 0.007; 95% CI, 0.06-0.63),
which would suggest that this antigen is probably a
protective factor against myocardial infarction.
The frequency of haplotypes B8-DR4 (1.2% vs. 9.0,
p < 0.001; OR = 7.50; p < 0.0003; 95% CI, 2.15-4.17)
and B8-DR3 (8.5% vs. 2.3%, p < 0.001; OR = 3.70;
p < 0.004; 95% CI, 2.50-5.12) was significantly
increased in the patient group. DR4-positive
patients showed a strong predisposition to
developing multiple infarctions, while HLA-B8
positive patients more frequently had a familial
history of coronary heart disease. No significant
differences were observed between the presence of
HLA-DR4 and B8 and the risk factors analyzed.

Conclusions. An association was found between
major histocompatibility complex and myocardial
infarction, as well as evidence of the possible
autoimmune nature of this event.

Key words:
HLA antigens. Atherosclerosis. Autoimmunity. Myocardial
infarction.

A partir del descubrimiento de las moléculas de
histocompatibilidad y su papel como elementos
de restriccion de la respuesta inmune, los estudios de
asociacion de estos genes y diversas enfermedades
han cobrado gran interés, en especial en aquellas
patologias en las que el sistema inmune desempefia
un papel preponderante en la etiologia y en la evo-
lucién del cuadro clinico'.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamato-
ria, porque es mucho mas que la simple acumula-
cién de lipidos en la pared arterial. Sus lesiones
abarcan una serie de respuestas celulares y mole-
culares especificas, las cuales aparecen desde las
etapas iniciales de la enfermedad?. La intensidad y
persistencia de esta respuesta inflamatoria podria
estar determinada genéticamente®.

Se sabe que el infarto de miocardio -y en gene-
ral toda la patologia aterosclerética- tiene un com-
ponente hereditario importante*’. En la tltima dé-

cada las técnicas de biologia molecular han permi-
tido identificar numerosos genes responsables del
aumento del riesgo. Estos polimorfismos genéticos
estan siendo considerados como los nuevos facto-
res de riesgo para la aterosclerosis coronaria, y han
hecho pensar en la hipétesis de que la suma de
los que resultan desfavorables en presencia de un
ambiente propicio podria facilitar la aparicion de
esta enfermedad tipicamente poligénica y multifac-
torial®. Dentro de estos genes o grupos de genes po-
dria estar implicado el complejo mayor de histo-
compatibilidad (MHC) o sistema HLA (acrénimo
de Human Leucocyte Antigens), por ser el principal
elemento en el reconocimiento antigénico y en la
iniciacién de la respuesta inmune, y sus antigenos
podrian servir como marcadores de susceptibilidad
para desarrollar enfermedad coronaria de acuerdo
con el perfil genético individual.

Este estudio tiene como objetivo determinar si
existe asociacion entre el sistema HLA y la enferme-
dad coronaria en pacientes con antecedentes de in-
farto de miocardio y factores de riesgo tradicionales
e historia familiar de cardiopatia isquémica (CI).

Material y métodos

Se realiz6 un estudio de casos y controles con 60 pacientes
varones seleccionados al azar, de entre 38 y 72 afios de edad,
con historia de uno o mas infartos de miocardio, diagnostica-
dos segtin criterios clinicos y electrocardiograficos con antece-
dentes de hipertensién arterial, tabaquismo y/o historia fami-
liar de CI, procedentes de servicios de cardiologia de 3 centros
médicos de la ciudad de La Habana. Se excluyeron los pacien-
tes con antecedentes de enfermedad cerebrovascular y autoin-
mune. Como controles se seleccioné a 142 donantes volunta-
rios, supuestamente sanos y no relacioné, sin evidencias
clinicas de enfermedad cardiaca ni autoinmune, y que repre-
sentaban los principales componentes raciales de la poblacién
cubana® (tabla 1).

En el grupo de pacientes se estudi6 la relacién entre los an-
tigenos de significacién encontrados y las variables: namero
de infartos, edad de ocurrencia del episodio, tabaquismo, hi-
pertension arterial e historia familiar de CI. Se establecieron 3
grupos de edad: de 38 a 49, de 50 a 64 y mayores de 65 afios.
Se consideré fumador al sujeto que fumaba uno o mas cigarri-
llos al dia, que lo habia hecho durante un afio o mas y que ha-
bia fumado durante el tltimo afio. Como no fumador al que
nunca habia fumado o que lo habia hecho 2 afios antes o més
de iniciarse este estudio. Se consider6 hipertenso al paciente
que recibia tratamiento o refiri6 habérsele diagnosticado la
enfermedad. Para el andlisis de la historia familiar de CI se
consider6 primer grado de parentesco (padres o hermanos).

La determinacion seroldgica de los antigenos HLA clase 'y
1T se realiz6 mediante la técnica de microlinfocitotoxicidad en 2
pasos™® modificada para doble fluorescencia’. Las células mo-
nonucleares periféricas se obtuvieron mediante la técnica de
Béyum modificada'?, y la separacién de los linfocitos T y B se
realizé por fibra de nylon". Los linfocitos T se ajustaron a 2 X
10° células/ml, y los B, a 2,5 X 10¢ células/ml, haciéndose reac-
cionar con sueros especificos anti-HLA clase 1y II, respectiva-
mente, en presencia de suero de conejo como fuente de comple-
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles

Variables Pacientes (n = 60) Controles (n = 142) Valor de p

Edad media (afios) 58,4 + 10,3 38,1+ 5,7 < 0,001
Hipertension arterial, % (n) 68,7 (41) 41,3 (59) < 0,05
Tabaquismo, % (n) 71,4 (43) 68,7 (97) NS
Historia familiar de cardiopatia isquémica, % (n)

No 18,3 (11) 73,2 (104)

Un pariente 65,0 (39) 22,5(32)

Dos o0 més familiares 16,7 (10) 4,23 (6) < 0,05

La hipertension se definié como presién arterial sistélica (PAS) >140 mmHg y presion arterial diastélica (PAD) >90 mmHg.

Tabla 2. Odds ratio y fraccién etioldgica de los
antigenos mas frecuentes encontrados en los
pacientes

Antigenos | OR | IC del 95% | Valorde p < 0,05 | FE (%)

A24 1,4 0,96-2,36 0,007 0,15
B8 437  2,17-4,36 0,025 0,31
DR3 2,55  1,65421 0,027 0,18
DR4 3,75  1,69-5,25 0,025 0,40

FE: fraccion etioldgica; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.

mento. La lectura de las placas se realizé en un microscopio in-
vertido de doble fluorescencia (sistema Patimed-Leica)’.

Andlisis estadistico

Se calcularon las frecuencias antigénicas (f) y haplotipicas
(fh) para pacientes y controles utilizando un software de genéti-
ca de poblaciones'. La significacion estadistica de la asociacién
se calculé mediante la prueba de x* para un valor de p = 0,05. El
grado de asociacion se determiné a través de los odds ratio (OR)
como una aproximacion para estimar los riesgos relativos que
confiere la presencia de la variable en relacion con su ausencia, y
sus correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95%?".

Se calcul6 la fraccion etiolégica (FE) para determinar qué
porcentaje del OR es atribuible al antigeno considerado, si el
riesgo se debe o no al marcador estudiado, o es debido a otro
en desequilibrio de ligamiento con é1'3. Mediante el analisis de
independencia y asociaciones antigénicas (AIAA) se determi-
naron las asociaciones significativas, la independencia o no de
un antigeno respecto a otro, y si es debido o no al fenémeno
de desequilibrio de ligamiento (D).

La relacién entre los antigenos de susceptibilidad y las va-
riables independientes se analizé con el método de aproxima-
cién logaritmica o prueba G (Microsoft Excel 2000 y Statgra-
phics Plus 2.1 1996).

Resultados

Para pacientes y controles se utilizaron 117 sue-
ros anti-HLA de clase I, mono u oligoespecificos, y
68 de clase II, los cuales representan las especifici-
dades HLA serol6gicas mas frecuentes de la pobla-
cién cubanal®.

Los antigenos significativamente mas frecuentes
fueron: HLA-DR4, DR3, B8 y A24. Sin embargo, la
FE permiti6 definir una verdadera asociacién para
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el DR4 y el B8 (tabla 2). El antigeno menos fre-
cuente con respecto al grupo control fue el B15
(1,66 frente al 16,66%; p < 0,001), cuyo OR de 0,14
(IC del 95%, 0,41-1,82; p < 0,027) y fraccién pre-
ventiva de 0,12 indicaron una asociacién negativa
para el infarto de miocardio, pudiendo considerar-
se como marcador de proteccién. Los haplotipos
bilocus mas frecuentes significativamente fueron:
B8-DR4, B8-DR3 y A2-B44 (tabla 3).

No se encontraron diferencias significativas en-
tre pacientes positivos y negativos para ninguno de
los 2 antigenos de susceptibilidad para las varia-
bles edad de ocurrencia del infarto, hipertension
arterial y tabaquismo. Para el nimero de infartos
hubo significacién para el antigeno DR4 (p =
0,0025), con una prevalencia de 2 episodios en los
pacientes con este marcador (61%) (fig. 1). El feno-
tipo B8 result6 significativo para la historia fami-
liar de CI (p = 0,004) (fig. 2).

Discusion

No existe un criterio definitivo sobre la asocia-
ci6n del sistema HLA con las cardiopatias, pues los
antigenos de susceptibilidad comunicados son di-
versos (A3, A24, B8, B51, B52, DR1, DR4, DR7)!¢%,
Las discrepancias encontradas se deben fundamen-
talmente a diferencias raciales.

En este estudio se encontrd asociacién entre el
sistema HLA y el infarto de miocardio para los anti-
genos HLA-DR4 y B8. La FE para el A24 indica que
por si solo no constituye un antigeno de susceptibili-
dad. Su elevada frecuencia en los pacientes se debe
a un sesgo racial por la alta presencia de individuos
caucésicos. Este antigeno es caracteristico de este
grupo étnico y frecuente en la poblacién cubana
(28,18%; p = 0,017). En el caso del DR3, la FE indica
la posibilidad de desequilibrio de ligamiento con
otro alelo, por lo que también fue descartado.

No se consideré de susceptibilidad el haplotipo
A2-B44, porque la significacién se debe a su alta
frecuencia en la poblacién cubana®. El AIAA indi-
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Tabla 3. Haplotipos bilocus mas frecuentes encontrados en pacientes y controles

Haplotipos Pacientes (f, %) Controles (f, %) OR (%) IC del 95% Valor de p < 0,05
A2-B44 8 41 2,95 1,40-5,75 0,02
BS-DR3 8,5 23 3,70 2,50-6,12 0,004
B8-DR4 9 1,2 7,50 2.15-4.17 0,0003
f: frecuencia; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.
¢6 la presencia de desequilibrio de ligamiento (D = fg:
2,8%; p = 0,0003), lo cual afianz6 nuestro criterio 2 16 16
de exclusién y confirmé el de susceptibilidad para 3 ]‘21: »
los haplotipos B8-DR4 (D = 1,0%; p = 0,014) y B8- 2 10/
DR3 (D = 1,9%; p = 0,0007). e g: 5 6
£
> . 3 #
Relacion de los antigenos HLA-DR4 y B8 con la edad 2 2]
de ocurrencia del episodio, la hipertension arterial y 04 DRA + DRA — :
el tabaquismo Antigeno
”El fenotipo HLA no parece aportar predlspo§1— | BUno DMaliples
ci6n para el desarrollo temprano de infarto de mio-

cardio, y el aumento de la mortalidad por esta cau-
sa con la edad depende de otros factores de riesgo,
como por ejemplo la historia materna y paterna de
enfermedad cardiovascular?'.

Para la hipertension arterial se han identificado
varios genes candidatos en los cromosomas 2g, 6q,
5q vy 9g*. Otros autores han encontrado altas fre-
cuencias para los antigenos B35, DR4 y DR7 en hi-
pertensos caucésicos?*?, y para el DRB1*03 en afro-
americanos, asi como de genes MHC clase III*. Este
estudio no encontré asociacion con ningun antigeno
de susceptibilidad, aunque serfa ttil incorporar un
mayor nimero de pacientes hipertensos para llegar
a un criterio definitivo, considerando la cantidad de
antigenos HLA presentes en nuestra poblacién®.

Un estudio molecular detecté en caucasicos el
primer polimorfismo MHC asociado con el taba-
quismo, que incluye a 2 genes del sistema de com-
plemento y al gen del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). Estos aparecen ligados al haplotipo
HLA A1-B8-DR3, el cual posee una baja frecuencia
en la poblacion sana y un incremento en las enfer-
medades autoinmunes asociadas al HLA?"?%, En
este estudio, a pesar de encontrar OR significativa-
mente elevados para el B8 y para el haplotipo B8-
DR3, no puede afirmarse o negarse una asociacién
HLA debido al reducido niimero de pacientes fu-
madores que encontramos con este fenotipo (12%).

Relacion de los antigenos HLA-DR4 y B8 con el
niimero de infartos v la historia familiar de
cardiopatia isquémica

Hasta donde sabemos, no existen comunicados
previos que relacionen el niimero de infartos con el

Figura 1. Relacion del antigeno HLA-DR4 con el niimero de in-
fartos de miocardio (p = 0,0025).
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Figura 2. Relacion del antigeno HLA-B8 con los antecedentes fa-
miliares de cardiopatia isquémica (p = 0,004).

sistema HLA. Nosotros encontramos que el 76,1%
de los pacientes con fenotipo DR4 experimentaron
multiples infartos, y es posible que esta molécula
posea una mayor restriccién para péptidos “atero-
génicos” de gran afinidad capaces de inducir una
respuesta inflamatoria.

Esta demostrado que la historia familiar de CI
tiene una prevalencia de 2 a 5 veces mayor entre
los individuos con cardiopatias que entre los suje-
tos normales?, y que el riesgo aumenta cuando el
accidente ha ocurrido en un familiar de primer
grado?'. En este estudio, cerca del 50% de los pa-
cientes B8 positivos refirieron este antecedente, lo
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cual apoya la hipétesis acerca del efecto de deter-
minados genes individuales como portadores de
predisposicion para el desarrollo de la enfermedad
coronaria. Entre ellos pudiera incluirse el antigeno
B8, si se considera su baja frecuencia en la pobla-
ci6n normal y su relacién con los procesos infla-
matorios de caracter autoinmune.

Relacion de la enfermedad coronaria
con la autoinmunidad

Las observaciones que apoyan el vinculo entre
inmunidad y aterosclerosis provienen de estudios
epidemioldgicos en pacientes con trastornos au-
toinmunes. Se ha encontrado la ocurrencia de mu-
taciones en genes no propios de la respuesta inmu-
ne pero que estan en desequilibrio de ligamiento
con alelos MHC-II (DR y DP), asi como la presen-
cia de autoanticuerpos anticardiacos asociados al
antigeno DR4%%33,

Se conoce que el TNF-a, cuyo gen esta ubicado
en la region MHC clase III, puede ser sintetizado
por los cardiomiocitos y macréfagos del miocardio
en respuesta a una lesion, y se demuestra su pre-
sencia en el 88% de las lesiones ateroscleréticas y
su ausencia en el miocardio normal®*. El alelo
TNF-A1 se ha asociado con el haplotipo A1-B8-
DR3, para una elevada producciéon de TNF-a.

En este estudio, la presencia de los antigenos
DR4 y B8 y de los haplotipos B8-DR3 y B8-DR4
nos hace sugerir que el fenémeno autoinmune pu-
diera estar presente en la enfermedad coronaria
como un proceso subyacente. Es posible que la
susceptibilidad aportada por moléculas HLA parti-
culares esté dada por la conformacién de sus epito-
pos y el grado de afinidad para la unién con la cé-
lula T, durante la presentacién de péptidos
antigénicos, que provoquen estados de autoinmu-
nidad. El TNF-q, al favorecer la expresion exagera-
da de moléculas MHC-II incrementaria esta res-
puesta, que ya ha sido observada en enfermedades
crénicas, y es posible que en estas patologias los
procesos autoinmunes se desarrollen paulatina-
mente y a largo plazo.

Para llegar a resultados concluyentes sobre la
posible susceptibilidad de los genes MHC para la
enfermedad coronaria, serfa tutil realizar estudios
genéticos moleculares que permitan reforzar o
anular este criterio.
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