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RESUMEN

La enfermedad arterial coronaria un problema de salud mundial y la primera
causa de morbimortalidad. En nuestro pais constituyé 19.6% de los fallecimientos
en el 2007. La manifestacion clinica con mas impacto social y biolégico de esta
enfermedad es el infarto miocardico. Mas del 90% de los pacientes con
cardiopatia isquémica tienen lesiones aterosclerosas en las arterias coronarias
epicardicas, pero el resto pueden presentar la enfermedad por otras etiologias
como trombos, vasoespasmo, enfermedades inflamatorias y de la colagena y
disfuncién endotelial. Poco se ha estudiado a cerca de los factores de riesgo que
se relacionan a la disfuncién endotelial, y lo escrito esta en relacion a los factores
de riesgo clasicos, sin embargo en el mundo existen poco estudios de asociacion
con factores genéticos y en la poblacibn mexicana no existe alguno.

Objetivo

Determinar la asociacion de los factores de riesgo clasicos y genéticos con la
disfuncidon endotelial en sujetos mexicanos con y sin cardiopatia isquémica no
aterosclerosa.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio de casos y controles observacional, longitudinal-retrospectivo
analitico, ambilectivo. Se estudiaron a 50 sujetos con edad =18 afios, cualquier
género, cardiopatia isquémica demostrada por cuadro clinico y métodos
inductores de isquemia con angiografia que demostré coronarias sin lesiones y
con flujo coronario lento (flujo TIMI <lIl) en el Hospital de Cardiologia de CMN SXXI
de Enero 2007 a Diciembre 2008; se incluyeron 50 controles sanos sin
manifestaciones clinicas de cardiopatia isquémica. Los criterios de eliminacion
fueron sujetos con o sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa que no tuvieran
adecuada ventana en el ultrasonido braquial. El estudio se propuso como una
fase piloto para estudiar la posible asociacidn del polimorfismo en nuestra
poblacién, el tamafio de muestra necesario fue 240 sujetos por grupo y se
determind en base a antecedentes en otras poblaciones sin embargo se realizé
un punto de corte para el andlisis al tener reclutados 50 participantes en cada
grupo. Se les realiz6 a todos los sujetos ultrasonido de la arteria braquial para
demostrar disfuncién endotelial y toma de muestra sanguinea para determinar
polimorfismo GIu298Asp del NOS3. Las variables independientes fueron
Hipertensidbn Arterial, Diabetes Mellitus, Dislipidemia, Sobrepeso, Obesidad y el
polimorfismo genético. La variable dependiente fue la Disfuncién endotelial.
Resultados

Los factores de riesgo clasicos de aterosclerosis y cardiopatia isquémica
mostraron asociacion altamente significativa con la disfuncion endotelial
(antecedente de tabaquismo, diabetes mellitus, hipertension arterial vy
dislipidemia, todas ellas p<0.01) Los hallazgos en la prueba de funcién endotelial
muestran que entre ambos grupos el diametro basal de la arteria braquial fue
similar, en la segunda medicion de los diametros braquiales se demuestra
claramente la diferencia entre el grupo con disfuncién endotelial 0.38 cm (0.35-
0.43 cm) comparado con el grupo de funcién endotelial normal 0.46cm (0.40-
0.51cm.), p<0.001. Con éste tamafo de muestra, ho encontramos diferencias
significativas en la distribuciéon de los genotipos, sin embargo existe clara
tendencia hacia el riesgo en sujetos portadores del genotipo GA.
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MARCO TEORICO

La disfuncion endotelial se considera una de las primeras manifestaciones
de la enfermedad vascular y predispone a aterosclerosis. El endotelio es una
monocapa de células que recubre la pared luminal de vasos sanguineos, pero no
solo es una barrera sino que tiene multiples funciones, entre ellas: regula la
interaccion de las células y las proteinas circulantes con las células residentes en
la pared vascular, ejerciendo un papel central como sensor y transmisor de
sefales; protege la pared arterial frente al desarrollo de lesiones y contribuye a la
homeostasis vascular a través de ese control continuo de los estimulos que recibe
y la adaptacion de su estado funcional; también participa de manera activa en
el proceso de inflamacion y anti-inflamacion ().

Las células endoteliales (CE) mediante un programa de expresidn génica 'y
la sintesis y procesamiento de proteinas altamente regulables, son capaces de
detectar los cambios tanto fisicos (estrés mecanico hemodinamico) como
guimicos (liberacibn de moléculas en su entorno) y transformarlos en respuestas
funcionales adaptativas. Esta capacidad de adaptacion le confiere un papel
clave en la regulacion de la homeostasis vascular ().

Figura 1. Funciones del endotelio en condiciones normales.
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Dentro de las funciones antitromboéticas estan la inhibicion de la adhesion
plaguetaria, de la coagulacion, y también regula el sistema trombosis-fibrinolisis;
también actla en el control de la actividad de las células musculares lisas (CML)
de la capa media (tono vascular/proliferaciéon) y modula el transito de
macromoléculas como las lipoproteinas, y la adhesibn de leucocitos
(monocitos/linfocitos T) a la pared arterial (figura 1)

Diversos factores pueden modificar las funciones del endotelio y provocar
lo que se ha definido como disfuncién endotelial. La disfuncién endotelial puede
definirse como un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de
origen endotelial que predispone a la inflamacién, la vasoconstriccion y el
incremento de la permeabilidad vascular y que puede facilitar el desarrollo de
ateroesclerosis, agregacion plaquetaria y trombosis.

MODIFICACIONES DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR EN LA DISFUNCION
ENDOTELIAL.

El endotelio es una monocapa celular conectada por uniones
intracelulares que restringe el trafico de macromoléculas entre la sangre y la
pared vascular. Dicho proceso se realiza mediante un complejo sistema
microvesicular compuesto por caveolas y un glucocalix en su superficie apical
rico en glucosaminoglicanos sulfatados que permiten la absorcién selectiva de
diversas macromoléculas. La pérdida paulatina de la capacidad del endotelio
para controlar el trafico de macromoléclas hacia el interior de la pared permite
un mayor depdsito e moléculas circulantes, como el fibrinbgeno y las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), iniciando el proceso de disfuncién endotelial. Las uniones
mas comunes entre las CE son las células adherentes (Adherens junctions) que
estan formadas por proteinas de adhesidon transmembrana pertenecientes a la
familia de las caderinas. Estas proteinas se organizan en clusters en los contactos
entre células y, mediante su dominio citoplasmatico, se conectan con el
entramado de proteinas del citoesqueleto que compone el soporte estructural
del endotelio. El incremento en la permeabilidad endotelial parece vinculado con
un proceso de contraccion celular mediado por el calcio y con una
desorganizacion del citoesqueleto celular. Diversos estimulos protrombaoticos,
inflamatorios o Lipidicos (como la trombina, el lipopolisacarido o las lipoproteinas)
producen cambios significativos en la permeabilidad endotelial ().

El flujo de LDL a través del endotelio se produce a favor del gradiente de
concentracién mediante un proceso de transcitosis que no esta mediado por el
receptor, potenciado por ciertos factores de riesgo como la hipercolesterolemia
(que aumenta el gradiente de concentracion) o la hipertensién (que incrementa
la permeabilidad endotelial). En modelos animales, las regiones mas propensas a
desarrollar lesiones ateroescler6ticas presentan una mayor permeabilidad a las
LDL y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Este efecto de las
lipoproteinas parece vinculado con la desorganizacion que producen sobre la f-
actina y con la inhibicion de la fosfata sa de la cadena ligera de la miosina,
proceso que involucra la activaciéon de la cinasa Rho/Rho. Concentraciones
aterogénicas de LDL y LDL oxidadas (LDLox) también regulan negativamente la
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sintesis e incrementan la degradacion de proteoglicanos del heparan sulfato que
compone la matriz extracelular del espacio subendotelial (figura 2), a través de
una induccién de la secrecién endotelial de heparinasa, lo que favorece la
permeabilidad vascular.a 2,3

Endotelio: TEM

Figura 2. Imagen del endotelio vascular mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y de transmisién (TEM). El
endotelio se apoya en la membrana basal y en la Iamina elastica interna (IEL) y se alinea con la direccion del flujo
sanguineo. Las células endoteliales forman una monocapa de células conectada por uniones intercelulares especificas.
Tomada de Badimdn; Rev Esp Cardiol Supl. 2006;6:21A-30.

INFLAMACION EN LA DISFUNCION ENDOTELIAL.

La activacion del endotelio conlleva la expresidbn/secrecion de citocinas,
como la interleucina 1 (IL-1), los factores de crecimiento derivados de las
plaguetas (PDGF), el fibroblasto basico (bFGF) y los factores quimiotacticos
(proteina 1 quimiotactica para moncitos -MCP-1-) y la exposicion proteinas de
superficie que actlan como moléculas de adhesion (CAM) para receptores
especificos de leucocitos circulantes. Actualmente se conocen diversas CAM |,
gue se agrupan fundamentalmente en dos familias en dos familias: la familia de
las selectinas, como la E y P, denominadas asi por su similitud estructural con las
lectinas y las proteinas pertenecientes a las moléculas de adhesion vascular
(VCAM-1) y las moléculas 1,2 y 3 de adhesion intercelular ICAM-1,2 y 3). Las CAM
actuan como ligandos de las integrinas presentes en las membranas de los
leucocitos. En los cultivos celulares se ha observado que las concentraciones
aterogénicas de LDL (>160 mg/dl) incrementan la expresion de moléculas de
adhesion per se y la inducida citocinas e incrementan la adhesion de monocitos

@
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Figura 3. Activacion endotelial y formacion de la placa aterosclerosa.

El proceso de adhesion comienza con el deslizamiento de los leucocitos sobre la
superficie endotelial, la posterior adhesion y finalmente su transmigracion. La fase
de rodamiento y adhesion resulta de la interaccion especifica entre los leucocitos
y las moléculas de adhesion expresadas por el endotelio (figura 3). El rodamiento
representa la interacciéon entre los leucocitos y las selectinas, con la consiguiente
adhesion en la que participan otras CAM de la familia de las inmunoglobulinas,
como la ICAM y la VCAM. Los niveles de expresion de las CAM en las lesiones
ateroescleréticas son superiores a los de las areas que no presentan
ateroesclerosis; esta sobreeexpresion de CAM, junto con la induccién de
sustancias quimioatrayentes como MCP-1, facilita la unién y la migracion de los
monocitos en las areas de lesibn. El endotelio activado por agentes
proinflamatorios y aterogénicos (citocinas, LDLox, etc) expresa CAM que no se
hallan presentes en el endotelio normal, como VCAM-1 y sobreeexpresa otras
como ICAM-1 (figura 4). @
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Figura 4. Disfuncién endotelial avanzada. En la disfuncion endotelial se produce vasoconstriccion, las células
endoteliales incrementan la expresion de VCAM e ICAM-1 que facilita la adhesion de monocitos y plaquetas a los vasos.
Los mediadores inflamatorios causan apoptosis de las células endoteliales y las células musculares lisas, y producen
proteinasas como las MMP-2 reguladas por las lipoproteinas oxidadas y las citocinas. Las MMP-2 contribuyen a activar la
agregacion plaquetaria, junto con los granulos liberados por las propias plaquetas (TXA2, ADP y FG2). Las células
apoptoticas liberan FT activado que desencadena la cascada de la coagulacion. EI FT interactta con el FVII, activa el FX,
que activa la conversion de protrombina a trombina. Finalmente, se genera fibrina que, junto con las plaquetas activadas,
crean la estabilidad suficiente para la formacion del trombo mural. El FT activado por los factores de riesgo sistémicos
contribuye a la actividad procoagulante de las lesiones ateroscleréticas y a la formacién del trombo. Sambola; Rev Esp
Cardiol 2003; 56: 1001 — 1009.

FALTA DE REGULACION DEL TONO VASCULAR EN LA DISFUNCION ENDOTELIAL.

El Oxido nitrico (NO)es una de las moléculas sintetizadas por el endotelio
gue regula un mayor niumero de procesos homeostaticos locales. El NO se podria
clasificar como una molécula ateroprotectora de origen endotelial:
vasodilatador, antiagregante plaquetario, inhibidor de la proliferacion de las CML,
antioxidante e inhibidor de la expresion de CAM y de la adhesibn de monocitos.
Por tanto, a través de la alteracion de la producciéon de NO endotelial se perturba
profundamente la homeostasis vascular y se potencia el desarrollo de lesiones
ateroescleroéticas. «sg)

La disminucion de la dilatacion dependiente de NO es la manifestacion
mas temprana de la disfuncién endotelial. Se observa en paciente con diversos
factores de riesgo, como la hipercolesterolemia, diabetes o homocisteinemia. La
alteracion de la dilatacion dependiente del endotelio por la hipercolesterolemia
también puede deberse a una disminucion de la biodisponibilidad de NO. Por el
contrario, al disminuir los valores plasmaticos de LDL mediante la dieta o farmacos
hipolipemiantes, se ha comprobado una mejora d la funcién endotelial. (7)

En las ultimas décadas se han demostrado factores de riesgo coronario (el
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad -LDL-, el tabaquismo, la
diabetes, hipertension arterial, etc.) y otros factores emergentes (radicales libres
de oxigeno, homocisteina, infecciones, déficit estrogénico) en la génesis de la
aterosclerosis. (s)
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Figura 5. Factores geneticos y modificables que favorecen el desarrollo de la enfermedad isquemica cardiaca.

Estos factores de riesgo clasicos y emergentes estan demostrando su
asociaciéon no sélo con las etapas en que ya se encuentra establecida la
aterosclerosis, sino desde la etapa que solo existe disfuncidon endotelial y también
la etapa en que existe la manifestacion clinica de isquemia (angina e infarto del
miocardio) ). (figura 5)

El tabaco ejerce influencia sobre las propiedades de la pared vascular,
aunque esta puede ser distinta en las arterias elasticas como la carétida comun o
en arterias musculares como la braquial. ()

Luego de fumar un cigarrillo, el diametro de la arteria carétida aumenta
escasamente y su distensibilidad se encuentra disminuida. Por otra parte, en el
caso de la arteria braquial, su diametro no se modifica luego de fumar un
cigarrilo, acompafiandose de un tono vascular aumentado, posiblemente
relacionado con un nivel incrementado de catecolaminas. (10

Existe una amplia base cientifica que demuestra que el tabaquismo
favorece el desarrollo de las lesiones ateroscleroticas a nivel del arbol vascular
periférico, actuando tanto en forma directa como asociado a distintos factores
de riesgo, por lo que un adecuado control de los mismos es necesario para una
disminucién de la incidencia de eventos y una mejor evolucion de los pacientes
afectados. a1y

Existen estudios donde se ha demostrado que la severidad de la disfuncion
endotelial se asocia con el riesgo cardiovascular, por ello se han propuesto
diversas intervenciones farmacolégicas y dietéticas para reducir el riesgo
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cardiovascular secundario a disfuncidon endotelial, sin embargo, ain no se ha
identificado un factor (o conjunto de ellos) que expliquen de una manera eficaz
la presencia y evolucion de la disfuncién endotelial y finalmente su efecto sobre la
produccién de isquemia. @2

El endotelio y su funcién han entrado plenamente en la practica clinica, y
el control de la funcién endotelial esta emergiendo como un elemento clave en
terapias que pueden interferir en el desarrollo de la ateroesclerosis y sus
complicaciones clinicas. @3

OXIDO NITRICO

Un factor primordial en la regulacién del tono vascular es el 6xido nitrico
(ON). Esta molécula tiene diversos efectos que confieren protecciéon al vaso
sanguineo (14):

Vasodilatador (via relajacion de las Células de musculo liso vascular (CMLV)
Inhibidor de la adhesidn y agregacion plaguetaria

Inhibidor de la proliferacion de las CMLV

Inhibidor de la interaccién leucocito/endotelio ( disminuye las moléculas de
adhesion (CAM)

¢ Antioxidante (compensa los efectos del anién superéxido)

SINTESIS CARDIACA DE OXIDO NITRICO

En los cardiomiocitos, el NO es generado por la enzima Oxido Nitrico
Sintetasa (NOS), la cual tiene tres isoformas: Neuronal (nNOS, codificada por el
gen NOS1), inducible (iNOS codificada por el gen NOS2) y endotelial (eNOS,
codificada por el gen NOS3). iINOS y nNOS son constitutivas y se activan por el
complejo Cat++-calmodulina (Ca++M), mientras que la codificada por NOS2 es
inducible, Ca++ - independiente y produce NO a mayor velocidad que las otras
NOS (iINOS; 105 nmol/s, nNOS y eNOS, 96 y 16 nmol/l respectivamente) (s).
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Figura 6 EI Oxido Nitrico liberado desde su sitio de sintesis en este caso el endotelio difunde rapidamente hacia el
musculo liso adyacente. Una vez ejercido su efecto o antes de esto, puede difundir hacia la sangre y unirse a otras
moléculas, como el grupo Heme de la Heme de la Hemoglobina, o ser metabolizado a nitratos y nitritos.

eNOS

Se expresa en el endotelio vascular y endocardico asi como en los
cardiomiocitos, los monocitos y las plaquetas. En los cardiomiocitos se localiza en
las caveolas del sarcolema y, en particular en los tibulos T. En el miocardio
humano predomina en el epicardio del ventriculo izquierdo (V1) y en la auricula.
La eNOS presenta una doble acilacion (miristiacidon en Gly2 y palmitoilacion en
Cysl5 y Cys26) que es necesaria para su anclaje en las caveolas, donde
interactda con las caveolinas-1 (células endoteliales) y 2 (cardiomiocitos) que la
inactivan ().

La produccion del 6xido nitrico por células endoteliales es estimulada por
fuerzas mecanicas incluyendo las fuerzas de rozamiento y también por la
exposicion a agonistas dependientes de receptores como la acetilcolina,
adenosindifosfato, bradicinina, trombina y serotonina (figura 6). El 6xido nitrico
producido, difunde a la pared del vaso y produce vasodilatacién mediante la
activacion primaria de guanil ciclasa y el incremento intracelular de guanosin-
monofosfato ciclica (cGMP) en las células musculares lisas. También pude
producir vasodilatacion por mecanismos no dependientes de cGMP tales como
la activacion de canales iGnicos de calcio dependientes de potasio. Ademas, el
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oxido nitrico inhibe la agregacion plaquetaria, inhibe la adhesion de leucocitos y
plaguetas al endotelio vascular; e inhibe la proliferacion de las células musculares
lisas por tanto, una disminucién en el ON promueve formaciéon de la neointima
endotelial. 17

En la circulacidn coronaria, las fuerzas de rozamiento aumentadas
provocan vasodilataciébn en vasos angiograficamente normales, y ademas el
efecto no es solo en vasos de capacitancia (epicardicos), sino también ejerce la
misma accioén en los vasos coronarios intramiocardicos (de resistencia), esta
respuesta vasodilatadora de las coronarias es dependiente de la sintesis de ON ya
gue la vasodilatacion por acetilcolina y otras sustancias agonistas de eNOS como
la sustancia P y bradicinina, son también inhibidas por la infusibn concomitante el
inhibidor de eNOS Né-monometil-L-arginina (L-NMMA). (8,190

Estos efectos también se observan en arterias periféricas como las
braquiales, con respuesta a las fuerzas de rozamiento y las sustancias
vasodiltadoras mencionadas anteriormente, de hecho, la vasodilatacion inducida
por ejercicio y la dilatacion postisquémica de los vasos de resistencia del
antebrazo también depende en parte del ON en los humanos. (o)

EPIDEMIOLOGIA GENETICA EN EL GEN NOS 3

Ademas de los factores de riesgo clasicos, existe también evidencia de la
posible participacion de alteraciones genéticas en la disfuncion endotelial, una
de ellas es el polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3 (20,210.

La eNOS es codificada por el gen NOS3, que tiene 26 exones y esta
localizado en el cromosoma 7q35-36, (figura 7) ésta enzima es constitutiva del
endotelio, donde en presencia de calcio interactiia con calmodulina y se activa
para sintetizar el 6xido nitrico (22).

Figura 7. cromosoma 7q35-36 NOS3. Tomado de WWW. PubMedCentral/tabid/93

Sabemos que un polimorfismo es una variacion en la secuencia del DNA
(alelo), en un gen determinado y dicha variacién ocurre en mas del 5% de la
poblacién general; estos polimorfismos ocasionan alteraciones en las funciones de
las proteinas traduccionales. Se han descrito varios polimorfismos del gen NOS3
gue causan variaciones en la bioactividad de la eNOS, lo que contribuye a
patologia cardiovascular, por ejemplo, los ratones knock-out para eNOS son
hipertensos y se esperaria igual en el modelo humano, pero los resultados no son
consistentes para polimorfismos en las regiones del intron del gen; sin embargo
existe una mutacion de una sola base (SNP) con frecuencia mayor del 5% en la
poblaciéon (polimorfismo) en el exdn 7 de gen de la eNOS producido por un
cambio de guanina por Timina en la posicién 894 (G8947), lo que traduce en la
sustitucidon de un aminoacido de Glutamina por Asparagina en la posicion 298,
Glu298Asp en la enzima sintetasa endotelial del 6xido nitrico, y ésta sustitucion

Fégina | 14



promueve disminucidon en la funcidbn de la enzima; este polimorfismo esta
asociado con hipertension, angina vasoespastica (OR 2.83, intervalo de confianza
95% 1.25-6.41, p=0.009) e infarto agudo del miocardio, sin embargo estas
observaciones fueron en poblacion japonesa, y no existe consistencia de estas
asociaciones con otros grupos étnicos como los caucasicos, turcos, italianos y
griegos, mientras que en la poblacién latinoamericana sélo se encuentra un
reporte de Chile, donde se estudia este polimorfismo y la cardiopatia isquémica
secundaria a aterosclerosis, con resultados que sugieren que no existe dicha
asociacion, OR=1.5; IC 95% 0.87-2.59, p>0.05. (23).

Recientemente fue publicado un estudio de la asociacién del polimorfismo
Glu298Asp de la eNOS con flujo coronario lento en poblacién Turca, donde se
incluyeron a 85 pacientes 66 de los cuales tenian flujo coronario lento y 19
pacientes con flujo coronario normal. No se encontré asociacion del polimorfismo
genético con flujo coronario lento en esta poblacion. (4

Del mismo modo existen estudios que reportan la asociacion del
polimorfismo Glu298Asp, T786C y 4a/4b con la oxido nitrico sintasa endotelial (e-
NOS) como factores predisponentes para hipertension, isquemia, enfermedad
cardiaca y dafo renal, posiblemente por la reduccién en la generacion de ésta
sustancia (ON), considerada una sustancia biologia fundamental en la fisiologia
cardiovascular y renal. (25

De manera paulatina se ha estudiado cada vez mas a este gen y la
asociacion del polimorfismo con enfermedad isquémica por lo que hoy en dia
encontramos estudios incluso en poblacion latina como es el caso de chile donde
en el 2006 se reportan 112 pacientes y 72 controles a los que se determino el
polimorfismo por técnica de PCR, sin encontrar relacion como factor de riesgo
para cardiopatia isquémica. (zs)

Por otro lado este polimorfismo se ha asociado no s6lo a cardiopatia
isguémica, también se han realizado estudios donde se relaciona con evento
vascular cerebral, preeclampsia y disfunciéon eréctil este Ultimo en la poblacién
mexicana, permanece incierta la relacion con diabetes mellitus ya que a la
fecha no han sido descritas las interacciones del gen con la diabetes. (27)

Se han publicado dos meta-analisis en los que se encuentra asociacion
entre el polimorfisimo Glu298Asp y la enfermedad coronaria determinando una
adecuada magnitud de la asociaciéon (odds ratio 1.17 Intervalo de confianza 95%
1.07, 1.28, p<0.05;y OR 1.31; IC 95% 1.13 a 1.51). (28)

Existen otros polimorfismos en los que se ha encontrado asociacién con la
cardiopatia isquémica, sin embargo éstas asociaciones son aun mas débiles y
mas inconsistentes entre los estudios. (29

Los estudios que habian sido publicados se habian enfocado a demostrar
la asociacion entre el polimorfismo y la cardiopatia isquémica aterosclerosa, sin
embargo en mayo del 2009, encontramos finalmente investigacidn que estudia la
asociacion del polimorfismo GIlu298Asp con el flujo coronario lento en una
poblacion turca, y encontraron que la distribuciéon del genotipo del Glu298Asp fue
GG: 26%, GT 56% y TT 12% y no difiere significativamente entre el grupo de sujetos
con coronarias con flujo lento (n=66) y los sujetos con flujo normal y sin lesiones
(n=19), concluyen que en la poblacion turca, éste polimorfismo no es un factor de
riesgo para el desarrollo de flujo coronario lento. Una posible causa que explica la
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falta de asociacion es el tamafio muestral puesto que nuestro grupo de
investigadores ha hecho el calculo del poder de la muestra y vemos que este
llega apenas a 0.12, y entonces determinamos que se necesitarian al menos 240
sujetos por grupo para poder determinar si existe asociacion. (o)

Sabemos que la cardiopatia isquémica es un problema mundial de salud
publica, representa en nuestro pais la primera causa de muerte ().

La mayoria de los enfermos con cardiopatia isquémica tienen una
etiologia aterosclerosa, sin embargo también existen otras causas de cardiopatia
isqguémica diferente a la aterosclerosis como la disfuncién endotelial, ectasia
coronaria, traumatismos, estados protromboéticos y enfermedades autoinmunes.
©2)

En la practica clinica se encuentra un grupo de pacientes, en su mayoria
mujeres, con cardiopatia isquémica crénica, diagnosticada por criterios clinicos
convencionales (dolor tipo anginoso con estudios inductores de isquemia o
gammagrafia de perfusion), y/o aguda (angina inestable, e infarto agudo del
miocardio que se ha llegado a presentar con complicaciones del mismo) y que
bajo estas circunstancias, tanto en su forma estable (angina crénica o angina
estable) o aguda (angina inestable e infarto del miocardio) son sometidos a
angiografia coronaria, encontrando arterias sin lesiones aterosclerosas
angiograficas, estos casos en que no hay un sustrato obstructivo coronario la
disfuncién del endotelio es la causa. Es importante mencionar que el diagnostico
clinico es el sindrome isquémico (crénico o agudo) y la presentacion es siempre
semejante independientemente de la etiologia, y en la practica clinica no es
posible distinguir (hasta ahora) mediante criterios clinicos, eléctricos,
ecocardiograficos o gamagraficos si es secundario a un proceso de
aterotrombosis, disfuncién endotelial, ectasia, embolismo, etc., de tal forma que el
diagndstico etioldgico se hace en base a la angiografia coronaria s334). ya que al
no haber lesiones coronarias en presencia de cardiopatia isquémica demostrada
por algin método inductor de isquemia se puede suponer que el problema se
encuentra a nivel de la microvasculatura con disfuncion de estas arterias que por
lo general son intramiocardicas (4

MEDICION DE LA REACTIVIDAD VASCULAR (FUNCION ENDOTELIAL).

La evaluacion de la disfuncidon endotelial, en su vertiente de
vasorreactividad, es una herramienta util y validada, es decir, la funcién endotelial
es un fendbmeno medible, y se han desarrollado varios métodos: estudios
intracoronarios (administracion de acetilcolina intracoronaria, y el evidente flujo
lento o datos de ello como el vasculamiento del medio de contraste), tomografia
por emision de positrones, pletismografia, ultrasonido braquial (figura 9,10,11) y
estudios venosos. (s)

La dilatacion arterial braquial inducida por flujo sanguineo disfuncional se
corresponde con una funcién endotelial coronaria lo que sugirié que un estudio
no invasivo en el brazo tiene relevancia clinica en la coronariopatia.
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Figura 8. Técnica del estudio para disfuncién endotelial con ultrasonido de la arteria Braquial. Tomado de . J Am Coll

Cardiol 2002;39: 257-65.
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Figura 10. Imagen ultrasonografica de la arteria braquial, didmetro de base, tomado de Am Coll Cardiol 2002;39: 257—

65.

Fégina | 17



5! U OF MD CARD/VASC U/S RESERRCH BRACHIAL

ID:YALE TAPE 217 +1:55

11-5 L 40

12:59:14% 25-JAN-39
5:41

uR 52 bpm
FRAHELS

%.09mm| CCH, RDHS
Y . 09mm|

Figura 11. Imagen ultrasonogréfica de la arteria braquial, didmetro tomado 1 minuto después del estimulo, tomado de
Am Coll Cardiol 2002;39: 257-65.

Taba 1. Factores gue regulan la actividad de las 6xido nitrico sintasas cardiacas

NOS 1 Aumenta
NOS2 Aumenta

NOS2 disminuye

NOS3 aumenta

NOS3 disminuye

Hsp90, calmodulina, HIF, Hipoxia aguda y crénica, Enalapril.
Noradrenalina, Isoproterenol,

Citocinas (IL1B), TNFa, INF gamma, LPS)

Hipoxia aguda y crénica

Estrégenos, estatinas

Hiperglucemia

DistensionCorticoides, Bosentan, Aldosterona, Ciclosporina A, Ac.
Retinoico

Akt, PKA, PKG, PKC, calmodulina, dinamina-2

Cizallamiendo, distension, Hsp90, estimulacibn cardiaca,
monoxido de carbono, hipoxia aguda

Acetilcolina, adenosina, aniotensina Il, agonistas de receptores
(B1-2 adrenérgicos, ATl-angiotensina Il, alA-adrenérgico y 5-HT2B)
Bradicinina, estrégenos, histamina, insulina, serotonina, sustancia P,
estatinas, Ciclosporina A.

Caveolinas 1y 3, NOSTRON, LDL, LPS, TNF2a, radicales libres
ADMA, PKC, Endostatina, hipoxia crénica

Hiperglucemia, productos de glucosilaciéon avanzada, DM1
Corticoides, eritropoyetina, andotericina, milrinona

ADMA: Dimetilarginina asimérica, HIF: factor de transcripcion inducible por hipoxia, IL: interlecina, INF: interferon,
NOS: Oxido nitrico sintasa, PLS: lipopolisacaridos, TNF: factor de necrosis tumoral.
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Justificacion del Estudio

La cardiopatia isquemica es una de las principales causas de muerte y el mayor
problema de salud publica en el mundo. En enero del 2008 se publico el estudio
CARMELA (Cardiovascular Risk Factors Multiple Evaluation in Latin America),
donde se encuentra que la poblacibn mexicana en comparacion con otros
paises latinos tiene mas riesgo de sufrir infartos de miocardio y mayor indice de
Diabetes Mellitus y obesidad.

La disfuncidn endotelial se considera en la actualidad una de las primeras
manifestaciones de la enfermedad vascular y aterosclerosis y esta relacionada de
manera integral con la patogénesis de la cardiopatia isquémica, asociandose a
un incremento en el riesgo de Infarto de Miocardio y Enfermedad Vascular
Cerebral.

El 6xido nitrico es una de las principales sustancias vasoactivas en el cuerpo
humano, en los cardiomiocitos su produccién depende de 3 isoformas de la
Oxido Nitrico Sintasa, estas son la neuronal, inducible y endotelial, esta ultima
conocida como eNOS o NOS3 y como su nombre lo indica, se sintetiza en el
endotelio vascular y endocardico, ademas de esto se sintetiza también en el
interior de monocitos y plaguetas, en modelos animales la expresion es 15 veces
mas a nivel de la microcirculacidn que a nivel de las arterias epicardicas. Sus
principales efectos son como vasodilatador y anti-inflamatorio.

Los pacientes con polimorfismo Glu298Asp de la eNOS produce una reduccién en
la biosintesis de oxido nitrico. Existe evidencia de que la disfuncién endotelial es el
paso inicial en el desarrollo de aterosclerosis coronaria a través de estudios
clinicos que evaluan una potencial asociacion entre el polimorfismo de eNOS y
riesgo de enfermedad cardiovascular, la mayoria de estos estudios se han
realizado en poblacion caucasica y no hay estudios de asociacion de factores
de riesgo genéticos en la cardiopatia isquémica no aterosclerosa en la poblacion
mexicana lo que constituye una nueva linea de investigacion
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Pregunta de investigacion

¢Cual el riesgo de tener disfuncidon endotelial dado que se es portador de
factores de riesgo cardiovascular clasicos en sujetos con y sin cardiopatia
isguémica no aterosclerosa?

¢Cual es la asociacion que existe entre el polimorfismo Glu298Asp del NOS3 y la
disfuncion endotelial en los pacientes con cardiopatia isguémica no
aterosclerosa y sin ésta?

¢ Cudles son los factores de riesgo (clasicos y genéticos) independientes para la
presencia de disfunciéon endotelial?

Hipotesis

El riesgo de disfuncién endotelial dado que se es portador de hipertension,
diabetes y dislipidemia sera al menos 1.5 en sujetos con y sin cardiopatia
isguémica no aterosclerosa.

Los sujetos portadores del polimorfismo Glu298Asp del NOS3 tendran mayor
probabilidad de presentar disfuncion endotelial en sujetos con cardiopatia
isguémica no aterosclerosa y sin ésta.

Al menos la hipertension arterial sera un factor de riesgo independiente para la

presentacion de disfuncidon endotelial en sujetos con vy sin cardiopatia isquémica
no aterosclerosa.
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Objetivos.

OBJETIVO GENERAL:

Determinar los factores de riesgo clasicos que se encuentran asociados con la
disfuncion endotelial en sujetos con y sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

Explorar la relacion que existe entre el polimorfismo Glu298Asp del NOS3 y la
disfunciéon endotelial en pacientes con cardiopatia isquémica no aterosclerosa y
sin ésta.

Determinar qué factores de riesgo clasicos y genéticos tienen asociacion
independiente con la disfuncién endotelial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar y comparar la frecuencia de hipertension arterial, diabetes
mellitus, tabaquismo, y dislipidemia en sujetos con y sin disfunciéon endotelial
gue tengan o no cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

Determinar y comparar la frecuencia de disfuncion endotelial en sujetos
con cardiopatia isquémica no aterosclerosa y sin ésta.

Determinar y comparar la frecuencia de genotipos y frecuencia alélica del
polimorfismo Glu298Asp en sujetos con y sin disfuncién endotelial que
tengan o no cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

Explorar el riesgo de disfuncién endotelial en los portadores de hipertension
arterial, diabetes mellitus, dislipidemia, tabaquismo y polimorfismo
Glu298Asp en sujetos con y sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa.
Determinar si el riesgo de disfuncién endotelial en los portadores de
hipertension arterial, diabetes mlleitus, dislipidemia, tabaquismo vy
polimorfismo GIlu298Asp es independiente en sujetos con y sin cardiopatia
isguémica no aterosclerosa.

Determinar el tamafio muestral de acuerdo a la frecuencia de fenotipos y
frecuencia alélica de nuestra poblacion para determinar si existe o
asociacion entre el polimorfismo Glu298Asp y la disfuncién endotelial y la
cardiopatia isquémica.
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Metodologia

Poblacién Diana: Todos los sujetos con disfuncién endotelial con o sin cardiopatia
isguémica no aterosclerosa.
Poblacién Accesible: Todos los sujetos con disfuncion endotelial con o sin
cardiopatia isquémica no aterosclerosa que ingresen al hospital de Cardiologia
del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Disefio muestral:

¢ Mediante muestreo No Aleatorio, de casos consecutivos se incluyeron

sujetos desde mes de Enero 2007 a Diciembre del 2008.

¢ Tamafo de la Muestra:

0 Se calculé el tamafio de la muestra en base a los antecedentes
descritos en otras poblaciones (ya que en nuestra etnia no existen
estudios de asociacién con ésta patologia); mediante el método
para diferencia de proporciones, con un valor critico (alfa) 0.05,
poder estimado a priori 0.80 y un aumento del 20% de potenciales
pérdidas, se determind un tamafio de muestra de:

0 240 casos

0 240 controles

Dado que se propuso el presente estudio como una fase piloto para estudiar la
posible asociacion del polimorfismo en nuestra poblacion, se realizé un corte para
el analisis al tener reclutados 50 participantes en cada grupo.

Criterios de Inclusion:

Edad =18 afos.

Cualquier género.

Pacientes con cardiopatia isquémica no aterosclerosa con flujo elnto coronario
(TIMI < 1), demostrada por estudios inductores de isquemia.

Sujetos sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa, demostrada por estudios
inductores de isquemia.

Todos los sujetos con al menos tres generaciones previas con familiares directos
mexicanos.

Que hayan aceptado su participacion previa firma del consentimiento informado.

Criterios de Eliminacion:
Sujetos con o sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa que no tuvieran
adecuada ventana en el ultrasonido braquial.

Descripcion general del estudio:

Para la inclusion de pacientes con cardiopatia isquémica no aterosclerosa se
selecciond de la lista de procedimientos de hemodinamica a los pacientes con
cardiopatia isquémica no aterosclerosa, éstos pacientes que fueron
diagnosticados por médicos cardidlogos adscritos al Hospital de Cardiologia
Centro Médico Nacional demostrada por cuadro clinico, electrocardiografico y
algun estudio inductor de isquemia eléctrico o perfusorio y que al cateterismo se
encontraran con arterias coronarias normales y flujo lento.
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Los sujetos sin cardiopatia isquémica se obtuvieron de base poblacional,
invitandoles al estudio con previa firma de consentimiento informado.

Se analizé6 hacia atras en el tiempo mediante interrogatorio directo y por
busqueda de expedientes, y se obtuvieron los datos demograficos, historia clinica
y teléfono; se les invitd a participar, se fimd el consentimiento informado y
finalmente se les cité para realizar:

1. Ultrasonido doppler de la arteria humeral de acuerdo a las guias para la
valoracion ultrasonografica de vasodilatacion de la arteria braquial, mediada
por flujo dependiente del endotelio técnica de Celermajer. @7

a) Debido a que varios factores afectan la reactividad vascular
mediada por flujo, incluidos la temperatura, alimentacion,
drogas y estimulacién simpatica, se les pidid a los pacientes
ayuno de 8 a 12 horas y se realizé el estudio en un cuarto
cerrado sin ruido y con adecuada temperatura. Se
suspendieron los medicamentos vasoactivos por al menos 4
vidas medias. Se evitd el ejercicio y las sustancias que afectan
la vasodilatacion mediada por fluo como la cafeina,
comidas ricas en grasas, vitamina C y tabaco.

b) Se utiliz6 un equipo de ultrasonido dotado con software
vascular, de 2 dimensiones, espectro doppler y color, ademas
de un transductor vascular de alta frecuencia (7MHz) en el
hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXI con la ayuda de un médico de base de nuestro hospital
gue se encuentra realizando Maestria en Ciencias Médicas
(Dra. Alicia Contreras).

Cc) En cuanto a la adquisicibn de imagenes se posiciond a los
pacientes en decubito supino, con la mano y brazo en
posicion confortable y con el transductor colocado en el
plano longitudinal de la fosa antecubital se localiz6 a la
arteria humeral, en imagen de 2D, doppler y color, se tomé el
diametro maximo en onda sistdlica. Se utilizo el manguito de
un esfigmomandémetro insuflando 50mmHg por arriba de la
presion sistélica basal para interrumpir el flujio de la arteria
humeral durante un tiempo estandarizado de 4 minutos,
corroborando de manera simultdnea con las imagenes
ultrasonograficas. Al desinflar existe un breve periodo de alto
flujo y el estrés que este produce sobre la pared vascular que
en condiciones normales causa dilatacion de la arteria
humeral, por lo que se procedié a mediar el diametro de la
arteria un minuto después de haber desinflado el manguito
del esfigmomandmetro. La prueba de funcién endotelial es
normal cuando existe un aumento en el didmetro de la arteria
al menos el 10% del basal y anormal es decir sugiere
disfuncién endotelial cuando no hay vasodilatacién mayor al
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10% del diametro basal después de 1 minuto de haber
desinflado el manguito de la presion arterial.

2. Toma de muestra sanguinea para analisis genético del polimorfismo
Glu298Asp. (figura 12)

a) La muestra fue tomada en ayuno, extrayendo sangre de la vena

antecubital 10 ml de sangre total en tubos conteniendo EDTA

(acido etilendiamino-tetracético). Se centrifugd a 2500rpm por 10

minutos. Posteriormente el plasma se retiré cuidadosamente

tratando de no perturbar la capa de células mononucleares

(buffy coat) la cual fué transferida con una pipeta de plastico

estérii a un tubo de plastico eppendorf estéril de 1.5 ml libre

enzimas (RNasas y DNasas) y se utilizé para la obtencién de ADN.

METODOLOGIA L
Toma de muestra Extraccion de la muestra

sanguinea (paquete leucocitario)

Centrigugacion 2500 g/ 10 min.

Figura 12. Toma de Muestra

b) Extraccion y determinacion de la pureza de ADN: Se utilizé el
equipo comercial (Qiagen QlAamp DNAMini Kit) de acuerdo a
las instrucciones establecidas por la compariia. Una vez extraido
el ADN se procedi6é a su conservacion en un refrigerador a -70 °
C, hasta que fue utilizado para la amplificacion de los segmentos
correspondientes. Se visualizd pureza de ADN. (figura 13).
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Pureza del DNA

Figura 13. Pureza del DNA

Genotipificacion de la enzima sintetasa del oxido nitrico: Posterior a la
extraccion de ADN, se llevé a cabo la reaccién de PCR con el uso de
oligonucledtidos especificos (sentido) 5’-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-
3’ y (contrasentido) 5’-AGTCAATCCCTITGGTGGTCAC-3’, asi como el uso
de 200ng de ADN, 10 pmol de cada oligonucleétido, 0.2 mM de dNTP, 3
mM de cloruro de magnesio, 1.0 U de pfu DNA polimerasa, en un volumen
final de 50ul. Las condiciones térmicas consistran en desnaturalizacion a
94°C por 30 seg., alineaciéon a 60°C por 30 seg. y una extensiéon a 72°C por
30 seq., por 30 ciclos. (figura 14).

PCR
Oligonucledtidos especificos:
(sentido)
5’- CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3

(contrasentido)
5’- AGTCAATCCCTTTGGTGGTCAC-3’

Condiciones térmicas:

Desnaturalizacion a 94°C/30seg )
Alineacion a 60°C/30seg. 30 ciclos
Extensién a 72°C/ 30 seg.

Figura 14. PCR
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Identificacion de fragmentos polimorficos: El producto de la PCR se someti6
en partes iguales a digestion con las enzimas de restriccion Banll y Mbol
respectivamente por 16 h a 37°C. El producto obtenido de 206 pb bajo la
accion de la enzima Banll produjo dos fragmentos uno 124pb y uno menor
de 82pb en la presencia de un nucledétdo G en la posicion 894
(correspondiendo al alelo Glu298), mientras que en la segunda reaccion el
mismo producto de 206pb con la enzima Mbol generd dos fragmentos uno
119bp y uno de 87pb en la presencia de un nucledtido de T en la misma
posicion 894 el cual corresponde a un alelo Asp 298. Los productos
obtenidos de la restriccidn se visualizaron en un gel de agarosa al 2.5% y
tefiido con bromuro de etidio. (figura 15).

M= MARCADOR DE PESO MOLECULAR
LINEAS 1,2 = HOMOCIGOTO ASP/ASP
LINEAS 3,4= HETEROCIGOTO ASP/GLU
LINEAS 5,6= HOMOCIGOTO GLU/GLU

Figura 15. Resultados: M=Marcador de peso molecular. Lineas 1,3 y 5=Producto de PCR de 206 pares de bases
(PB). Linea 2=producto de PCR restringido, sujeto homocigoto Asp/Asp. Linea 4=Bandas 206 y 124 pares de bases,
sujeto heterocigoto Asp/Glu Linea 6=Producto de PCR restringido 87 PB Sujeto HomocigotoGlu/Glu.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA REALIZACION DEL PROTOCOLO

Extraccion de la
muestra
sanguinea

Identificacién de los
fragmentos
polimérficos

(Gel agarosa 2%0)

Interpretaciéon y
resultados

Extraccion del
DNA
(QlAamp DNAMini
Kit)

Determinacion del
genotipo del
polimorfismo 4G/5G
del PAI-1— PCR-

RFLP

Analisis
Estadistico

Figura 16. Diagrama de Flujo

DESCRIPCION DE VVARIABLES:
Variables Independientes:

1. Hipertension Arterial Sistémica:

a) Definicion Conceptual: elevacion de la tensidn arterial sistélica arriba
de 140mmHG o de la tension arterial diastélica arriba de 90 mmHg
en mediciones repetidas.

b) Definicibn Operacional: es la presencia de diagndéstico previo o
durante la revision de cifras tensionales sistolicas igual o mayor a
140mmHg o diastdlicas igual o mayor a 90mmHg en mediciones
repetidas, o bien cifras de tension arterial normales pero bajo efecto
de tratamiento antihipertensivo.

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicion: si/no

2. Diabetes Mellitus:
a) Definicibn Conceptual: elevacion de la glucemia sérica igual o
mayor de 126 mg/dL en ayuno de al menos 6 horas, o bien 200mg/d|
0 mas a cualquier hora del dia con presencia de sintomas.
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b)

Definicion Operacional: es la presencia del diagnéstico previo o
durante la revision de cifras de glucemia igual o mayor de 126
mg/dL en ayuno de al menos 6 horas, o bien 200mg/dl o mas a
cualquier hora del dia con presencia de sintomas; o bien cifras
normales de glucemia bajo tratamiento hipoglucemiante.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotémica

Unidades de Medicion: si/no

3. Dislipidemia:

a)

b)

c)
d)
e)

Definicibn Conceptual: elevacion de los niveles séricos de colesterol
total arriba de 200mg/dL o de triglicéridos arriba de 160mg/dl, LDL
mayor de 130mg/dl o HDL menor de 45 mg/dl en hombres y de 40
mg/dL en mujeres.

Definicion Operacional: es la presencia del diagnéstico previo de
dislipidemia o durante la revisidon de cifras de colesterol total arriba
de 200mg/dL o de triglicéridos arriba de 160mg/dl, LDL mayor de
130mg/dl o HDL menor de 45 mg/dl en hombres y de 40 mg/dL en
mujeres; o cifras normales pero bajo efecto de medicacion
hipolipemiante.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotémica

Unidades de Medicion: si/no

4. Tabaquismo:

a)

b)

c)

d)
e)

Definiciéon Conceptual: consumo de cigarrillo en cualquier época de
la vida de un cigarrilo/dia al menos durante un afio; o bien la
exposicion pasiva al humo de tabaco diariamente al menos un afio.
Definicion Operacional: es la presencia del antecédete de haber
consumido antes o actualmente cigarrilos en cantidad de uno al
dia por al menos un afio, o bien el antecedente de exposicion
pasiva al humo producido por la combustion de cigarrillos al menos
durante un afio.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotémica

Unidades de Medicion: si/no

5. Sobrepeso:

a.

b.

C.
d.
e

Definicibn Conceptual: es la presencia de peso corporal mayor al
esperado de acuerdo al resto de las caracteristicas
antropométricas.

Definicibn operacional: es la presencia de un indice de masa
corporal >25 pero menor a 30 m2SC.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicion: nominal, dicotdmica.

Unidades de medicién: si/no

6. Obesidad:
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C.
d.
e.

Definiciobn Conceptual: peso corporal secundario al acimulo de
tejido adiposo que confiere un indice de masa corporal >30 m2SC.

. Definicién operacional: es la presencia de peso corporal secundario

al acumulo de tejido adiposo que confiere un indice de masa
corporal >30 m2SC.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicién: nominal, dicotébmica.

Unidades de medicion: si/no

7. Polimorfismo Glu298Asp del gen de la eNOS

a)

b)

c)

d)
e)

Definicidn conceptual: variaciéon en la secuencia del DNA, en el gen
de la eNOS que variaciéon ocurre en mas del 5% de la poblaciéon
general, con la sustitucion de un Glu por Asp en la posicién 298.
Definicibn Operacional: es la presencia de la variacion en la
secuencia del DNA, en el gen de la eNOS que variacion ocurre en
mas del 1% de la poblacién general, con la sustitucion de un Glu por
Asp en la posicion 298, tanto en su variedad homocigota como
heterocigota.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotémica

Unidades de Medicion: si/no

Variable Dependiente:
1. Disfuncién endotelial:

a) Definicion conceptual: es la alteracion de la funcién endotelial normal,
manifestada por tendencia a la inflamacién, aterotrombosis vy
desregulacion del tono vasomotor.

b) Definicibn operacional: de determind que existe disfuncién endotelial
cuando a la prueba de medicion de reactividad vascular mediada por
flujo (técnica de Celermarjer) no se encuentre un aumento de diametro
>10% sobre el basal, o bien exista disminucion del mismo.

c) Tipo de variable: cualitativa, nominal

d) Escala de medicién: dicotdmica (si/no).

Variables Potencialmente confusas:

1. Edad:
a)

b)

c)

Definicidn conceptual: es el tiempo que ha transcurrido desde el
nacimiento de un sujeto hasta el momento actual y que éste
permanece con vida.

Definicién operacional: Periodo de tiempo que ha vivido el paciente
desde su nacimiento hasta el momento del estudio

Tipo de variable: cuantitativa, continua.

d) Unidades de medida: afios
2. Genero:
a) Definicion conceptual: es la expresidn fenotipica de la presencia de

cromosoma XY o XX (hombre o mujer respectivamente).
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b) Definicibn operacional: es la expresion fenotipica de la presencia de
cromosoma XY o XX (hombre o mujer respectivamente).

c) Tipo de variable: cualitativa, nominal

d) Escala de medicién: dicotdmica, hombre/muijer.

Disefio del Estudio.
Se realiz6 un estudio de casos y controles:
e Observacional
e Longitudinal-retrospectivo
¢ Analitico
e Ambilectivo
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Andlisis estadistico:

Se realiz6 analisis exploratorio en el que se determind la distribucion de las
variables cuantitativas continuas con la prueba de Shapiro Wik para grupos
menores de 50 sujetos y con Kolmogorov-Smirnoff para el grupo con menos de 50
sujetos. El analisis descriptivo se muestra con medidas de tendencia central y
dispersion (mediana con rango intercuartilico) para las variables cuantitativas
continuas; las variables cualitativas (nominales) se muestran con el ndmero
absoluto y porcentaje.

El andlisis bivariado (contraste entre grupos) se llevo a cabo con X2 para las
variables nominales, y en caso de tener frecuencia observada <5 se realizd
Prueba Exacta de Fisher. La prueba estadistica U de Mann Whitney se usé para
comparar las medianas entre grupos.

Se realiz6 calculo de razén de momios con intervalo de confianza al 95%.

Para determinar el efecto de cada una de las variables independientes que se
investigaron se realiz6 analisis multivariado mediante regresion logistica binaria, el
contraste de modelos se llevé a cabo mediante prueba de Hossmer-Lemeshow.

El nivel a fue 0.05 mientras que el poder de la muestra estimado a priori fue 0.80.
También se realiz6 un andlisis similar para el subgrupo de enfermos con
cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

El criterio de entrada a la regresion fue por antecedentes tedéricos sélidos y
también por criterio estadistico (entrada p<0.20, salida p>0.05).

Consideraciones Eticas.

Se trata de un estudio observacional (no existe una maniobra impuesta por el
investigador).

Los procedimientos que se haran son solamente una obtencién de sangre venosa
periférica mediante puncién de una vena antecubital superficial, y el riesgo del
estudio se considera como minimo de acuerdo a la ley general de salud. El
ultrasonido vascular no representa ningun riesgo para el sujeto.

Se hablé con los pacientes para firmar una carta consentimiento informado (ver
mas adelante), explicando que los resultados genéticos seran otorgados
solamente a ellos mismos siempre y cuando asi lo soliciten y se buscara que esta
informacién sea bajo consejo de expertos en genética y apoyo psicolégico en
caso de ser necesario y bajo un estricto régimen de confidencialidad.

También se les explicara que de aceptarlo, el resto de material genético aislado
sera almacenado en una genoteca.
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)
L)
IMSS
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

HOSPITAL DE CARDIOLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente instrumento tiene por objeto, formalizar y hacer constar el
CONSENTIMIENTO INFORMADO, del paciente o representante legal para el protocolo de
investigacion titulado “Factores de riesgo clasicos y genéticos de disfuncién endotelial en sujetos
mexicanos con y sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa”.

El Suscrito
(Paciente, 0 en su caso, familiar o representante legal) con ndmero de seguridad social (o
identificacion oficial)

1. Expreso mi libre voluntad para participar en el protocolo de estudio titulado Factores de
riesgo clasicos y genéticos de disfuncion endotelial en sujetos mexicanos con y sin
cardiopatia isquémica no aterosclerosa, para efecto de someterme a la realizacién de
estudios que comprenden la obtencién de muestras sanguineas y ultrasonido de la arteria
braquial.

2. El Dr. Gerardo Carredn Balcarcel y los doctores Eduardo Almeida Gutiérrez, Irma Isordia
Salas me han proporcionado la informacidn completa sobre el procedimiento a realizar.

- Que el objetivo fundamental es tratar de mejorar mi salud fisica y mental, evitando al
maximo posibles riesgos y complicaciones derivados de las intervenciones o
procedimientos realizados.

- Que se me ha garantizado la salvaguarda de mi intimidad y confidencialidad de mis
resultados.

- También me han expuesto que de no aceptar mi participacion, no afectara en ningun rubro
mi atencidn dentro del sistema de salud al que pertenezco.

- Que se me ha permitido externar todas las dudas que me han surgido derivadas de la
informacion recibida, por lo que manifiesto estar enteramente satisfecho.

3. Ante la informacion proporcionada, expreso mi CONSENTIMIENTO LIBRE,
ESPONTANEO Y SIN PRESION alguna para que se realicen los procedimientos

requeridos.
Meéxico, Distrito Federal de de 2009
Nombre y firma del paciente Dr. Gerardo Carredn Balcarcel

Familiar, o representante legal

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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Resultados.

Se incluyeron 100 pacientes, 50 de ellos se obtuvieron de los registros
hospitalarios con diagnéstico de cardiopatia isquémica no aterosclerosa y 50
sujetos sin cardiopatia isquémica.

Cuarenta y tres sujetos (43%) presentaron disfunciéon endotelial
diagnosticada mediante la prueba de reactividad vascular mediada por flujo de
Celermarjer, mientras que 57% tuvieron funcién endotelial normal. La mediana
de edad de los pacientes con disfunciéon endotelial fue de 59 afios (rango
intercuartilico, RI 52-69), mientras que la mediana de edad en los pacientes con
funcion endotelial normal fue de 58 (41-67.5), sin diferencia significativa en ambos
grupos con un valor de p=0.52. En el grupo de los pacientes con disfunciéon
endotelial 26 fueron de género femenino lo que representa un 60.5% y en el grupo
de funcién endotelial normal 34 (59.6%), sin diferencia significativa en los grupos,
p=0.93.

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular clasicos, el tabaquismo
actual en los pacientes con disfuncion endotelial y los pacientes con funcion
endotelial normal no tuvo diferencia significativa en ambos grupos, p=0.25 (16%
vs. 8.8%); sin embargo el antecedente de tabaquismo si mostré asociaciéon con la
disfuncidn endotelial: en los sujetos con disfuncion endotelial 18 (41.9%) vs. 3 (5.3%)
en el grupo de funcién normal, p<0.001. Tabla 1.

Los parametros antropométricos, no mostraron asociacion con la disfuncion
endotelial: en la grupo de disfuncidon endotelial se determino la mediana de la
talla en 1.62 m(1.54-1.67m) mientras que en aquellos sujetos con funcion
endotelial normal se determino 1.62 (1.56-1.71), p=0.30; la mediana del peso en el
grupo de disfunciéon endotelial fue 74.5 kg (68.5-80.5kg) mientras que en el grupo
de funcién endotelial normal fue 78.0 kg (67.5 — 86.0 kg), p=0.22; para estudiar el
posible efecto sobre la funcion endotelial de la interaccion entre el peso y la talla
usamos la determinacion del indice de masa corporal (IMC), la mediana
encontrada en el grupo de disfuncién endotelial fue 27.75 (25.99 — 31.73) vs. 29.21
(26.85 - 31.37) en el grupo de funciéon endotelial normal (p=0.35). La presencia de
sobrepeso y/o obesidad no se asocié con a disfuncién endotelial (p=0.41, p=0.52
respectivamente). Tabla 1.

Los factores de riesgo clasicos de aterosclerosis y cardiopatia isquémica
mostraron asociacion altamente significativa con la disfuncién endotelial. Tabla 1.
En el grupo de sujetos con disfuncidn endotelial se encontré6 una proporcion
significativamente mayor de sujetos hipertensos (67.4% vs. 28.1%, p<0.001),
diabéticos (39.2% vs. 7.0%, p<0.001) y dislipidémicos (30.2% vs. 10.5%, p=0.01)
comparado con los sujetos con funcién endotelial normal.

Los hallazgos en durante la prueba de funcidn endotelial muestran que entre
ambos grupos el didmetro basal de la arteria braquial fue similar: 0.39 (0.37-0.42)
cm en el grupo de disfunciéon endotelial, y 0.39 (0.34-0.44) en el grupo de funcién
normal (p=0.96). En la segunda medicion de los diametros braquiales (después de
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liberar el manguito tras haber estado 4 minutos insuflado 50 mmHg arriba de
tensidn arterial sistélica basal) se demuestra claramente la diferencia entre el
grupo con disfuncién endotelial 0.38 cm (0.35-0.43 cm) comparado con el grupo
de funcién endotelial normal 0.46cm (0.40-0.51cm.), p<0.001. Tabla 1, Grafica 1y
2.

Con éste tamafo de muestra, no encontramos diferencias significativas en
la distribucion de los genotipos, sin embargo existe clara tendencia hacia el riesgo
en sujetos portadores del genotipo GA. El genotipo homocigoto GG se encontré
en el 76.7% de los sujetos con disfuncion endotelial, comparado con el 82.5% de
los sujetos con funcion normal (p=0.32); la presencia de genotipo heterocigoto GA
se encontré6 en 10 sujetos (23.3%) con disfuncién endotelial, mientras que
solamente estuvo presente en 9 sujetos (15.8%) de los individuos con funcién
normal, p=0.24. El genotipo homocigoto AA se encontré en 1 (1.8%) de los sujetos
con funcién endotelial normal, mientras que no se encontré algun caso en el
grupo de sujetos con disfuncién endotelial, p=0.57. Tabla 1. Grafica 3.

Se demostré isquemia en 38 pacientes de el grupo de disfuncion endotelial
(88.4%) y en 12 pacientes en el grupo de funcién endotelial normal (21.1%) con
una p<0.001. Tabla 1.

El riesgo crudo de tener disfuncidon endotelial dado que se tiene antecedente de
tabaquismo es 11.96 veces mas comparado con aquellos que no fuman (intervalo
de confianza 95% 2.49 - 48.09, p<0.001). Los sujetos que son portadores de
hipertension arterial sistémica tienen 4.30 veces mas riesgo de tener disfuncion
endotelial comparados con quienes no la padecen (intervalo de confianza 2.25 -
12.55, p<0.001). Los enfermos de diabetes mellitus tienen riesgo de 8.66 veces de
tener disfuncion endotelial comparados con aquellos que no son portadores de la
misma (intervalo de confianza 2.65 - 28.37, p<0.001). Asi mismo, los sujetos con
disipidemia tienen 2.68 veces mas posibiidades de tener disfuncion endotelial
comparados con aquellos con perfi de lipidos normal (1.27 - 10.70, p=0.01).
Gréfica 4.

Ninguna de las frecuencias alélicas mostré riesgo estadisticamente
significativo de tener disfuncién endotelial.

La posibiidad de tener cardiopatia isquémica sin lesiones coronarias dado
gue se tiene disfuncién endotelial es 28.50 comparado con quienes no tienen
disfuncién endotelial (intervalo de confianza 9.12 - 88.15, p<0.001). Gréafica 4.

Al realizar un subanalisis de la asociacion de los factores de riesgo con
disfuncidn endotelial solamente en pacientes con Cardiopatia Isquémica No
Aterosclerosa, encontramos que de los 50 casos, solamente 38 (76%) tuvieron
disfuncién endotelial y el resto (12, 24%) funcidén endotelial normal.
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En éste grupo, la mediana de la edad de los pacientes con disfuncion
endotelial fue de 59 (51.75-70.5) vs. 66.5 (56.75-69.25), sin diferencia significativa
(p=0.42). El género femenino se presentd en 23 (60.5%) comparado con 8 (66.7%)
de los sujetos con funciéon endotelial normal (p=0.49).

Dentro de los Factores de Riesgo Coronario Clasicos no hubo diferencias
significativas que demostraran asociacion en éste grupo de enfermos:
tabaquismo actual 5 (13.2%) en los pacientes con disfuncién endotelial y 1 (8.3%)
en el grupo con funcién endotelial normal, p=0.53; antecedente de tabaquismo
18 (47.4%) vs 3(25.6%) respectivamente, p=0.17; talla 1.62 m (1.54-1.67) en los
sujetos con disfuncidon endotelial vs. 1.57 m (1.47-1.67) en sujetos con funcién
endotelial normal, p=0.22; en los enfermos con disfuncién endotelial se encontré
una mediana de peso de 73 kg (66.5 - 81.0 kg) comparado con la mediana en el
grupo de funcion endotelial normal de 74 kg (63.75 - 80.0 kg), p=0.61. El IMC fue
27.68 o0 mas (25.91-31.59) en la mitad de la poblacién con disfuncion endotelial,
mientras que en el grupo de funcién endotelial normal fue 28.34 (25.87 - 35.62),
p=0.86. Los sujetos con sobrepeso fueron 18(48.6%) en los enfermos con prueba de
disfunciéon endotelial anormal, mientras que en el grupo de pacientes con funcion
normal fue 6 (50%), p=0.93; mientras que para la obesidad tampoco hubo
diferencias significativas entre los grupos 13 (35.1%) vs 4 (33.3%) respectivamente,
p=0.59.

La frecuencia de Hipertensidon Arterial fue 28(73.7%) en el grupo de
disfunciéon endotelial y 11 (99.7%) en el grupo de funcién normal, p=0.18, y la
Diabetes Mellitus se presentd en 14 (36.8%) vs. 4(33.3%) respectivamente, p=0.56.
La dislipidemia estuvo presente en 13 (34.2%) del grupo de disfuncién versus 3
(25%) del grupo de enfermos con funcién endotelial normal, p=0.41.

En los enfermos con cardiopatia isquémica no aterosclerosa, los niveles séricos de
Colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos, glucosa, y fibrinbgeno,
no mostraron asociacion con la presencia de disfuncibn endotelial, p=no
significativa para todos. Tabla 2.

Asi mismo, la tensidbn arterial sistélica, la fraccion de expulsibon medida por
angiografia y la presion diastélica final del ventriculo izquierdo no fue
significativamente diferente entre los grupos de disfuncién endotelial de enfermos
de cardiopatia isquémica no aterosclerosa. Tabla 2.

Nuevamente, en este gripo de sujetos observamos que el didametro medido
después del desinflado del manguito es significativamente mayor en sujetos con
funcion endotelial normal, p<0.001. Tabla 2.

Entre los enfermos con isquemia de etiologia no aterosclerosa la
distribuciéon de los genotipos fue similar (Tabla 2), y con este tamafio muestral no
se determiné asociacion con la disfuncién endotelial. El genotipo GG de encontrd
en 28 (73.7%) del grupo de casos con disfuncién endotelial y 11 (91.7%) en el
grupo de casos con funcién endotelial normal, p=0.18; el GA en 10 (26.3%) y 1
(8.3%) respectivamente, p=0.18; mientras que el genotipo AA no se encontré en
ninguno de los enfermos con isquemia sin lesiones, 0 (0%) vs. 0 (0%), p=NA.
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Discusion.

La Enfermedad Arterial coronaria (EAC) representa la primera causa de

morbimortalidad en el mundo.(53) En nuestro pais el Instituto de Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) reporto a la EAC como la
responsable del 19.6% del total de fallecimientos en el 2007, por lo que representa
un problema de salud publica. (54) La manifestacion clinica mas importante de la
enfermedad arterial coronaria es el Infarto Agudo del Miocardio (IAM), el cual es
el resultado de la interaccion entre factores genéticos y ambientales. (55) Entre los
factores ambientales o también denominados modificables tenemos a la
Diabetes Mellitus, Hipertensibn, Sedentarismo, Obesidad, Dislipidemia,
Tabaquismo, asi como el incremento en la concentracion de fibrinbgeno. Sin
embargo, aproximadamente de 20% a 60% no se identifican alguno de estos
factores de riesgo, por lo que también se ha determinado existe la participacion
de ciertas variantes genéticas denominadas polimorfismos que han sido
asociadas al desarrollo de IAM en algunos grupos étnicos en el mundo. (56).
Sin embargo, mas del 90% de los pacientes con EAC tienen lesiones
aterosclerosas en las arterias coronarias epicardicas, poca atencion se ha puesto
al resto de pacientes que no tienen lesiones coronarias en los estudios
angiograficos pero desarrollan cardiopatia isquémica demostrado por distintos
métodos diagndsticos inductores de isquemia. En nuestro hospital esta poblacion
de pacientes representa aproximadamente del 2 al 6% de los pacientes
isguémicos, en los cuales se propone que exista una alteracion importante en el
componente regulatorio de la vasorelajacion endotelial como el oxido nitrico
(ON). EL ON es una de las principales sustancias vasoactivas en el cuerpo humano
y se obtiene de la transformacion de L-Arginina y oxigeno a L -Citrulina y ON,
mediante la accion de la enzima sintasa del oxido nitrico endotelial (eNOS). Sus
principales efectos son como vasodilatadores y anti-inflamatorios. Existen diversos
polimorfismos en el gen que codifica para la enzima eNOS, que han demostrado
una asociacién con el desarrollo de IAM en diversas poblaciones en todo el
mundo, destacando el polimorfismo Glu298Asp (57-60)

Es sabido que este tipo de pacientes presentan disfuncion endotelial, por lo
cual fue nuestra variable dependiente y es aqui donde se encuentra nuestro
campo de estudio, ya que en nuestra poblacidn y especificamente en grupos
étnicos como el nuestro desconocemos que factores de riesgo tenemos para
desarrollar disfuncién endotelial, cardiopatia isquémica por este mecanismo y
finalmente la complicacion mas temida que es el infarto de miocardio. En el
estudio Framingham, se valoré por categorias los factores de riesgo para
enfermedad arterial coronaria, pero no se discriminé a aquellos que pudieran ser
de etiologia no aterosclerosa y con disfuncion endotelial.

Es un modelo piloto donde empezamos a estudiar la asociacion del
polimorfismo GIu298Asp de la NOS3 y los factores de riesgo clasicos para
cardiopatia isquémica con este tipo de pacientes. Cabe mencionar que tenemos
evidencia en la literatura mundial de esta asociacibn con resultados
controversiales, pero en México no contamos con estudios al respecto.

Se hizo un corte al contar con 50 pacientes y 50 controles, dentro de los
resultados encontramos que los factores de riesgo clasicos como el antecedente
de tabaquismo, hipertension arterial, Diabetes mellitus y Dislipidemia estuvieron
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estadistica y biolégicamente asociados, considerandolos también factores de
riesgo para disfuncion endotelial en nuestra poblacién, esto cobra importancia al
momento de considerar que los pacientes con estos factores de riesgo pueden
presentar disfuncion endotelial y flujo lento a nivel de las arterias coronarias
epicardicas, desde antes de que se presenten lesiones aterosclerosas, en
comparacion con lo que se pensaba en el pasado donde era necesaria una
lesibn coronaria por placa aterosclerosa para desarrollar flujos menores a TIMI 3 y
por consiguiente un Blush miocardico inadecuado. Del mismo modo Ila
manifestacion clinica de cardiopatia isquémica también fue mayor en los
pacientes con disfuncién endotelial que los de funcién endotelial normal.

A todos los casos y controles se les realiz6 prueba ultrasonogréafica para
disfuncidon endotelial de acuerdo a la técnica propuesta por el autor Celermajer
en las guias del 2002 (37). En los resultados el diametro final no se incremento de
manera significativa es decir mas del 10% en los pacientes con disfuncion
endotelial en comparacion con los que presentaban funcién endotelial normal
con una p estadisticamente significativa de <0.001. Esto nos confirma la utilidad
de la prueba para el diagnostico de disfuncion endotelial, lo cual puede ser de
utilidad en nuestro hospital al ser rapida, econémica, no invasiva y sin riesgos
mayores como en el caso de la administracidn de medicamentos intracoronarios
para el diagnéstico de vasoespasmo.

Las pruebas genéticas del polimorfiimo Glu298Asp del NOS3 muestran
franca tendencia hacia el riesgo de disfuncién endotelial en los portadores del
genotipo heterocigoto GA (23.3% vs. 15%), sin embargo no se demostré en nuestro
estudio la asociacion significativa debido a el tamafio de la muestra, que es
insuficiente (1-beta=11.9%), lo que nos condiciona error tipo I, sin embargo al ser
un estudio piloto, nos sirve para calcular el numero necesario de pacientes para
tener un estudio confiable el cual es de 401 pacientes de acuerdo a la
distribucién genotipica en nuestra poblacién, de tal modo que se podra continuar
con el estudio para saber si el polimorfismo es un factor de riesgo en nuestra
poblacién. Situacion similar a la que ha sucedido en otros estudios realizados en
poblaciones como los turcos y chilenos (23,25), donde se el tamafio de la
muestra fue pequefio con resultados negativos.

En base a lo anteriormente expuesto, la validez interna del estudio en
cuanto al analisis del polimorfismo y su posible asociacion con la disfunciéon
endotelial esta sujeta a hacer el andlisis con el tamafio muestral completo, sin
embargo aun con este tamafio de muestra, el disefio del estudio y la
metodologia del mismo son suficientes para aclararla asociacion de los factores
de riesgo clasicos con la disfuncion endotelial La validez externa se generalizara
a la poblacibn mexicana que tenga al menos tres generaciones previas
mexicanos también con o sin manifestaciones de isquemia, sin embargo también
da pié a que otros grupos étnicos con quienes estamos ligados flogenéticamente
(por ejemplo los espafioles o arabes) también puedan estudiar dicha asociacion.
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Conclusiones.

Los factores de riesgo clasicos asociados de forma independiente a la
disfuncién endotelial en sujetos con o sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa
son el antecedente de tabaquismo, la diabetes mellitus y la hipertensién arterial.
Con el tamafio de muestra que se analizd no se encuentra asociacion de la
frecuencia de genotipos del polimorfismo Glu298Asp con la disfunciéon endotelial,
sin embargo se observa una franca tendencia hacia el riesgo en los portadores
del genotipo GA. El riesgo de tener cardiopatia isquémica no aterosclerosa en los
sujetos con disfuncién endotelial es 28.5 veces mayor (9.12 - 88.15) que en los
sujetos sin disfunciéon endotelial.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y genéticas de pacientes con prueba de funcién endotelial
con o sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

DISFUNCION FUNCION ENDOTELIAL
CARACTERISTICA CLINICA Y GENETICA ENDOTELIAL NORMAL P
n=43 n=57

Edad (afios), mediana (RI) 59 (52-69) 58 (41-67.5) 0.57
Género Femenino, n(%) 26 (60.5%) 34 (59.6%) 0.93
FACTORES DE RIESGO CORONARIO CLASICOS
Tabaquismo actual, mediana (RI) 7 (16.3%) 5 (8.8%) 0.25
Antecedente tabaquismo n(%) 18 (41.9%) 3 (5.3%) <0.001
Talla (metros), mediana (RI) 1.62 (1.59-1.67) 1.62 (1.56-1.71) 0.30
Peso (kilos), mediana (RI) 74.5 (68.5-80.5) 78 (67.5-86) 0.22
indice de Masa Corporal, mediana (RI) 27.75 (25.99-31.73%) 29.21 (26.85-31.71%) 0.35
Sobrepeso, n(%) 21 (48.8%) 26 (45.6%) 0.41
Obesidad, n(%) 15 (39.4%) 24 (42.1%) 0.56
Hipertension Arterial, n(%) 29 (67.4%) 16 (28.1%) <0.001
Diabetes Mellitus 2, n(%) 17 (39.5%) 4 (7%) <0.001
Dislipidemia, n(%) 13 (30.1%) 6 (10.5%) 0.01
PRUEBA DE FUNCION ENDOTELIAL (37)
Diametro Arterial Basal (centimetros)

0.39 (0.37-0.42) 0.39 (0.34 - 0.44) 0.96

mediana (RI)
Didmetro Arterial Final (centimetros)

mediana (RI)

Cambio en el diametro arterial (centimetros)

mediana (RI)

GENOTIPOS DEL NOS3
GG, n(%)
GA, n(%)
AA, n(%)

MANIFESTACION CLINICA
Isquemia demostrada, n(%)

0.38 (0.33 - 0.41)

-0.01 (-0.02 - 0.01)

33 (76.7%)
10 (23.3%)
0 (0%)

38 (88.4%)

0.46 (0.40 - 0.57) <0.001

0.06 (0.04 - 0.07) <0.001

47 (52.5%) 0.72
9 (15.8%) 0.24
1 (1.8%) 0.57

12 (21.1%) <0.001
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y genéticas de pacientes con prueba de funcién endotelial
con cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

FUNCION ENDOTELIAL

DISFUNCION ENDOTELIAL NORMAL

CARACTERISTICA CLINICA Y GENETICA N=38 N=12 p
Edad (afios), mediana (RI) 59 (51.75-70.5) 66.5 (56.75-69.25) 0.42
Género Femenino, n(%) 23 (60.5%) 8 (66.7%) 0.49
FACTORES DE RIESGO CORONARIO CLASICOS
Tabaquismo actual, n (%) 5 (13.2%) 1 (8.3%) 0.53
Antecedente tabaquismo, n (%) 18 (47.4%) 3 (25.6%) 0.17
Talla (metros), mediana (RI) 1.62 (1.54-1.67) 1.57 (1.47-1.67) 0.22
Peso (kilos), mediana (RI) 73 (66.5-81.0) 74 (63.75-80.0) 0.61
indice de Masa Corporal, mediana (RI) 27.68 (25.91-31.59%) 28.34 (25.87-35.62%) 8.86
Sobrepeso, n(%) 18 (48.6%) 6 (50%) 0.93
Obesidad, n(%) 13 (35.1%) 4 (33.3%) 0.59
Hipertension Arterial, n(%) 28 (73.7%) 11 (91.7%) 0.18
Diabetes Mellitus 2, n(%) 14 (36.8%) 4 (33.3%) 0.56
Dislipidemia, n(%) 13 (34.2%) 3 (25%) 0.41
Colesterol total, mediana (RI) 220.5 (150-245.7) 195 (154-206) 0.53
HDL, mediana (RI) 40 (36-48) 40 (38-47.5) 0.73
LDL, mediana (RI) 130 (116-154) 130 (102-137) 0.61
Triglicéridos, mediana (RI) 220 (179-230.2) 203 (134.5-266.5) 0.36
Glucosa, mediana (RI) 111.50 (98.5-130) 126 (111-180) 0.32
Fibrindgeno, mediana (RI) 477 (416-569) 472 (398-686) 0.98
Tension arterial sistélica, mmHg mediana (RI) 120 (110-140) 120 (102.5-137.5) 0.57
FEVI, % mediana (RI) 62 (60-70) 65 (60-65) 0.91
Presion diastdlica final del

. . . 12 (10-15) 11 (10-14) 0.83

Ventriculo Izquierdo, mmHg mediana (RI)
PRUEBA DE FUNCION ENDOTELIAL (37)
Diametro Arterial Basal, centimetros

) 0.39 (0.36-0.42) 0.38 (0.34-0.42) 0.29
Mediana (RI)
Diametro Arterial Final, centimetros

) 0.38 (0.35-0.43) 0.43 (0.38-0.48) <0.01
Mediana (RI)
Cambio en el diametro arterial, centimetros

) -0.01 (-0.02-0.01) 0.05 (0.04-0.07) <0.001
Mediana (RI)
GENOTIPOS DEL NOS3
GG, n(%) 28 (73.7%) 11 (91.7%) 0.18
GA, n(%) 10 (26.3%) 1 (8.3%) 0.18
AA, n(%) 0 (0%) 0 (0%) NA

RI: Rango Intercuartil, n: Numero, HDL.: lipoproteinas de alta densidad, LDL.: Lipoproteinas de baja densidad
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Grafica 1. Resultados de la prueba de funcién endotelial con vasodilatacibn mediada por
flujo en el grupo de sujetos con funcidon endotelial normal. (37)
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Gréafica 2. Resultados de la prueba de funcién endotelial con vasodilatacion
mediada por flujo en el grupo de sujetos con disfuncién endotelial. (37)

Fégina | 43



Grafica 3. Distribucion de Genotipos del NOS3 de acuerdo al resultado de la
prueba de vasodilatacion mediada por flujo en pacientes con o sin cardiopatia
isguémica no aterosclerosa.

Grafica 4. Riesgos crudos de disfuncidon endotelial segin los factores de riesgo
clasicos y genéticos en sujetos con o sin cardiopatia isquémica no aterosclerosa.

Fégina | 44



Fégina | 45



Tabla 3. Analisis multivariado que muestra el efecto de los factores de riesgo para
disfuncién endotelial en pacientes con o sin cardiopatia isquémica no

aterosclerosa.

. Coeficiente Estadistico de Valor de Odds Ratio
Variable
Beta Wald P (IC 95%)
Constante -1.71 19.76 <0.001 0.180
Antecedente Tabaquismo 2.24 9.57 0.002 9.43 (2.2-39.09)
. . 7.24 (1.96-
Diabetes Mellitus 1.98 8.83 0.003 26.91)
Hipertension Arterial Sistélica 1.24 5.93 0.015 3.46 (1.27-9.40)

IC: intervalo de confianza
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