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RESUMEN

Frecuencia de polimorfismos genéticos (PAI-1 4G/5G, ENOS G894T, MTHFR
C677T) en pacientes mestizo-mexicanos con Diabetes Mellitus tipo 2 con 'y
sin complicaciones macrovasculares

Introduccién. La Diabetes Mellitus 2 (DM2) representa un problema de salud mundial.
Segun la ENSANUT de MC 2016 la prevalencia en México oscila en 9.4%. Las
complicaciones cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en este grupo
de pacientes. Como enfermedad multifactorial, la influencia genética y ambiental
contribuyen a su desarrollo y al de sus complicaciones. Algunas de las mas importantes
giran en torno a la enfermedad cardiovascular cuya etiopatogenia involucra diversas vias
fisiopatoldgicas entre las cuales se han descrito la disfuncion endotelial y alteraciones del
sistema de coagulacién favoreciendo el desarrollo de un estado protrombético. Este Ultimo
ocasionado en parte por la hipofibrindlisis secundaria al aumento en los niveles de PAI-1,
asi como de factores de coagulacion; hiperhomocisteinemia y el desbalance en la
generacion de 6xido nitrico como factores contribuyentes al desarrollo de disfuncion
endotelial. Se han descrito variantes genéticas que codifican para estas proteinas
involucradas (PAI-1, homocisteina, 6xido nitrico) y que pueden alterar su expresion tanto
en sus niveles y/o actividad por lo que pueden ser considerados factores de riesgo en el
desarrollo de las complicaciones previamente comentadas. Es necesario determinar el
papel de dichas variantes genéticas en el desarrollo de la enfermedad aterotrombdética en
nuestra poblacién para reconocer individuos con mayor riesgo cardiovascular que se

beneficien de intervenciones més estrictas y oportunas.

Objetivo. Determinar la frecuencia de los alelos de riesgo de los polimorfismos 4G/5G en
el gen del PAI-1 (rs1799889), el G894T en el gen de eNOS (rs1799983) y el C677T en el
gen de 5,10 MTHFR (rs1801133) en pacientes con DM2 con y sin enfermedad

cardiovascular sintomatica.

Material y métodos. Estudio observacional, transversal, analitico en pacientes con DM2.
El estudio incluy6 a 167 pacientes con DM2 quienes no habian presentado complicaciones
macrovasculares y 167 pacientes con DM2 con complicaciones macrovasculares
clinicamente manifiestas (enfermedad vascular cerebral y/o enfermedad arterial coronaria).
Se obtuvieron muestras de sangre periférica para determinar la presencia de los diferentes

genotipos y alelos de los polimorfismos 4G/5G en el gen del PAI-1 (rs1799889), el G894T



en el gen de eNOS (rs1799983) y el C677T en el gen de 5,10 MTHFR (rs1801133) mediante
técnica de PCR-RFLP. Se analizé si las variantes genéticas consideradas de riesgo se
relacionan con la presencia de complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas, asi
como otros factores tradicionales de riesgo cardiovascular incluyendo sexo, edad, hipertension,

tabaquismo, dislipidemia, y antecedentes familiares de ECV.

Resultados. La mediana de edad global fue de 63 (57-70) afios, mas del 50% de los pacientes
tenian diagnostico de DM2 de larga evolucion (>10 afios). Dentro del grupo de pacientes con
complicaciones macrovasculares, 100 pacientes (59.9%) correspondieron al subgrupo de EAC,
82 sujetos presentaron evidencia de enfermedad vascular cerebral isquémica y 17 (10.2%)
cursaron con ambas patologias.. El polimorfismo PAI-1 4G/5G no present6 diferencia en la
frecuencia alélica ni distribucién genotipica entre los grupos, el alelo 4G se encontré 23.3% de
pacientes sin complicaciones vs 27.8% de los sujetos con ECV (p = 0.931). Para el polimorfismo
ENOS G894T la frecuencia del alelo T fue mayor en pacientes que ya habian tenido
manifestaciones de ECV comparado con el grupo sin complicaciones (9 vs 20%, p < 0.001)
estimando un riesgo 2.5 veces mayor para la presencia del compuesto de complicaciones
macrovasculares. La distribucidn genotipica también mostré diferencias entre ambos grupos en
los modelos de herencia dominante (G/G vs G/T + G/G) con una frecuencia del alelo de riesgo de
35.3% para los casos complicados vs 17.4% en aquellos con ausencia de complicaciones (p <
0.001); en el modelo recesivo (G/G + G/T vs T/T) la frecuencia fue de 4.8% vs 0.6%
respectivamente mostrando también diferencia significativa. Para el MTHFR C677T, los alelos y
genotipos de riesgo se distribuyeron de manera similar en ambos grupos. En la regresion logistica
multiple el alelo 894T de eNOS permanece como factor de riesgo independiente (OR 2.19 [1.26-
3.8], p=0.005), asi como edad (OR 1.03 [1.006-1.05], p=0.014), tiempo de evolucién de DM2 (OR
2.03 [1.24-3.33], p=0.005), e hipertension arterial (OR 2.38 [1.43-3.94], p=0.001).

Conclusiones. Los factores clinicos como edad, tiempo de evolucion de DM2 e
hipertension arterial se mantienen como elementos predominantes en el desarrollo de ECV.
En nuestra poblacion observamos una mayor frecuencia del alelo T de ENOS G894T y la
combinacién de los 3 alelos de riesgo en los casos de pacientes diabéticos con
complicaciones. Estos resultados sugieren el posible rol de factores genéticos en la

susceptibilidad a desarrollar dichas complicaciones cardiovasculares.

Palabras clave.

DM2, ECV, Polimorfismos genéticos, PAI-1 4G/5G, eNOS G894T, MTHFR C677T



MARCO DE REFERENCIA'Y ANTECEDENTES.

Diabetes Mellitus tipo 2.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) representa un grave problema de salud en todo el
mundo con un incremento en dimensiones epidémicas. Segun las estimaciones,
422 millones de adultos en todo el mundo tenian diagnéstico de DM2 en 2014,
frente a los 108 millones en 1980. La prevalencia mundial en adultos casi se ha
duplicado desde ese afio, pues ha pasado del 4.7% al 8.5%, incrementandose en
paises de ingreso medio y bajo. (1)

La DM2 es mas frecuente en adultos y en ciertos grupos étnicos: afroamericanos,
hispanos, americanos, asiaticos, americanos en las islas del Pacifico y amerindios.
En México, segun la ENSANUT 2016, la prevalencia aument6 a 9.4% (esto con
base en un diagndstico previo de la enfermedad). Entre esta poblacion las mujeres
reportan mayores indices de diabetes (10.3%), y el grupo de edad con mayor
prevalencia incluye a los de 60 a 69 afios (2).

Segun el INEGI y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la DM2 ocup6 el

segundo lugar en mortalidad so6lo precedida por enfermedades cardiovasculares

(3).
La diabetes puede ser clasificada en forma general en las siguientes categorias (4):

Diabetes tipo 1 (por destruccion autoinmune de las células B pancreaticas, llevando

usualmente a la deficiencia absoluta de insulina).

Diabetes tipo 2 (por pérdida progresiva de la secrecion de insulina por las células 3
del pancreas frecuentemente sobre la base de resistencia a la insulina).

Diabetes mellitus gestacional (diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre del embarazo que no fue diabetes claramente manifiesta previo a la
gestacion).

Tipos especificos de diabetes secundarios a otras causas (sindromes monogénicos
de diabetes [como diabetes neonatal, MODY—maturity onset diabetes of the Young-



], diabetes por enfermedades del pancreas exocrino (como fibrosis quistica),
diabetes inducida por quimicos o farmacos (como uso de glucocorticoides, en el

tratamiento de VIH/SIDA, o después de algun trasplante).

La diabetes puede diagnosticarse basado en criterios de glucosa plasmatica como
glucemia en ayuno o glucosa plasmética 2 horas después de una prueba de

tolerancia oral con 759 de glucosa o hemoglobina glucosilada (HbAlc). (Tabla 1)

- Glucosa en ayuno 2126mg/dL (7.0mmol/L). Ayuno se define comoingesta no
calérica por al menos 8 horas.*

0

- Glucosa 2200mg/dL (11.1mmol/L) 2 horas después de una prueba de tolerancia
oral de glucosa. La prueba debe realizarse como se describe porla OMS, usando
una carga de glucosa equivalente a 75g de glucosa anhidra disuelta en agua.*

)

- HbA1c 26.5% (48mmol/mol). La prueba debe realizarse en un laboratorio que
utilice un método certificado por NGSP (National Glycohemoglobin
Standardization Program) y estandarizado por el ensayo DCCT (Diabetes Control
and Complications Trial)*

0

- Enun paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica,

glucosa plasmatica al azar de 2200mg/dL (11.2mmol/L)

*En ausencia de hiperglucemia inequivoca los resultados deben confirmarse con la repeticién de la
prueba en momentos diferentes. Diabetes Care Volume 40, Supplement 1, January 2018. (4)

Muchos de los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 no logran un adecuado control
glucémico, presentando complicaciones asociadas de tipo macrovascular
incluyendo enfermedad coronaria, enfermedad vascular cerebral (EVC) vy
enfermedad arterial periférica; asimismo la microangiopatia como retinopatia,
neuropatia y nefropatia merman la calidad de vida y sobrevida de los pacientes.

Los pacientes con DM2 tienen un riesgo 2 a 3 veces mayor de desarrollar cardiopatia
isquémica y EVC isquémica comparados con individuos sin diabetes. Las
complicaciones cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en este grupo

de pacientes (5-7).



El porcentaje de pacientes con DM2 que cursan con complicaciones
macrovasculares no es del todo certero, a nivel mundial las cifras varian de acuerdo

a cada poblacién y el tipo de complicacion especifica.

Segun Fang en el periodo de 2006 a 2010 la prevalencia de cardiopatia isquémica
en Estados Unidos (sin considerar el diagnéstico de DM2) fue de 11.6% en
amerindios, 6.5% en afroamericanos, 6.1% en hispanos, 5.8% en caucasicos y
3.9% en asiaticos (8). Mohammed refiere que del total de pacientes con
enfermedad coronaria la proporcion de pacientes con diabetes difiere en los
ensayos clinicos y en los registros generales desde 15.1-21.4%, aunque en India

los niumeros se elevan hasta 39.1% (9).

Es dificil conocer la prevalencia global de las complicaciones cardiovasculares no
s6lo debido al infrarreporte de los datos sino también a la naturaleza letal de estas

condiciones en muchos de los casos.

O’Connell evalud las diferencias bioétnicas en la presentacion de complicaciones
en pacientes con DM2 encontrando una prevalencia de EVC de 6.9% en amerindios
vs 5.5% en caucésicos; cardiopatia isquémica en 5.5% vs 7.2%; y en general de
cualquier tipo de complicacién cardiovascular en 13.7 vs 15% (10).

En México en 2011, se realiz6 una estimacién de la incidencia de complicaciones
cardiovasculares relacionadas a DM2 usando el modelo UKPDS determinando una
esperanza de vida promedio de 10.9 afios (IC 95% de 10.7-11.2%) y la incidencia
a 20 afios de complicaciones crénicas por cada 1000 individuos de: cardiopatia
isquémica 112, infarto de miocardio 260, insuficiencia cardiaca 113, EVC 101 y
amputacion 62 (11).

Fsiopatologia

La DM2 es una enfermedad metabdlica compleja resultado de la interaccion de
multiples factores genéticos y ambientales. Sin embargo, en la ultima década los
trabajos de investigacién han demostrado un patron hereditario de la enfermedad,
en donde familiares de pacientes con DM2 presentan un riesgo 2-6 veces mayor

comparado con los sujetos sin antecedentes familiares (12,13).



La DM2 se caracteriza por resistencia a la insulina y disfuncién de las células 3
pancreaticas (pérdida progresiva de la secrecion de insulina), cuyo balance varia

ampliamente en los individuos.

Estudios previos han demostrado que en los pacientes con DM2 existe una
disminucién en la funcion del sistema fibrinolitico y disfuncion endotelial lo que
favorece la apariciéon de micro y macroangiopatia con incremento consecuente en

la morbimortalidad.

Existen diversas lineas fisiopatoldgicas involucradas en el desarrollo de las
complicaciones de DM2 principalmente de la enfermedad cardiovascular: el
metabolismo lipidico, inflamacion, disfuncion endotelial, trombosis y hemostasia

lideran los estudios.

En este caso la DM2 y enfermedades cardiovasculares se han asociado con un
estado protrombotico caracterizado por multiples cambios en cuanto a niveles y
actividad de factores involucrados en coagulacion y fibrindlisis. Es asi que la
generacion de trombina se ve incrementada, la expresion y actividad de factor
tisular, FVII, FVIII, factor de von Willebrand, FXIl y fibrinbgeno se encuentran
elevados. El estado hipofibrinolitico se ve reflejado principalmente con niveles
elevados de PAI-1.

La activacion plaquetaria también forma parte del proceso de aterosclerosis con
aumento en la produccién de tromboxano A2 y en la expresion de receptores
GPlib/llla (14-17).
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Figura 1. Mecanismos protrombdéticos en DM2. Tomado de Vazzana et al. Thrombosis Research
2012. (14)

Dado que el proceso ateroesclerético puede iniciar afios antes de presentar
manifestaciones clinicas, debe aprovecharse esta oportunidad para instaurar

medidas preventivas y evitar o retrasar su aparicion (18).

Polimorfismos genéticos

Se cree que variaciones genéticas comunes pueden contribuir a la susceptibilidad
a enfermedades, progresion de las mismas y variabilidad en la respuesta a
tratamiento.

Existen pequefias variaciones, en forma abundante, responsables de la mayoria de
la diversidad de rasgos hereditarios en la poblacion general. Estas variaciones
conocidas como polimorfismos se presentan en mas del 1% de la poblacion e
incluyen diferentes tipos: polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP, por sus siglas en
inglés) llamados también SNV (variantes de nucléotido Unico), inserciones y
deleciones (indels), variaciones en el nimero de copias y repeticiones cortas en

tandem.
Los SNP constituyen la forma mas abundante de variacion genética, estimandose

11



aproximadamente entre 2.8 y 3.9 millones de las mismas por individuo (19).

Los polimorfismos indel incluyen sitios polimorficos de ganancia o pérdida de 1 o
mas nucledtidos (generalmente uno solo), y representan aproximadamente el 10%
de la variacion del ADN humano. Asimismo, se ha establecido su relacion en 25%
de las variantes asociadas a enfermedad en la base de datos de mutaciones

genéticas humanas (20).

La capacidad de cierta variacion genética de contribuir a la patogénesis de una
enfermedad esta determinada por su impacto funcional en la expresion genética o
la funcién de laproteina. En forma general se han clasificado como patogénicas,
probablemente patogénicas, de significado incierto, benignas y probablemente
benignas (21).

Existen polimorfismos que modifican la actividad de proteinas, aumentandola o
disminuyéndola, alterando su expresion y estabilidad, y por lo tanto modificando el

equilibrio metabdlico y homeostasis del organismo en sus diferentes sistemas.

Se ha estimado influencia hereditaria en 40-50% de los casos de enfermedad
coronaria (22) y mas de 40 locus asociados se han identificado como potenciales
candidatos (23,24). Si bien hasta el momento se cuenta con scores que predicen el
riesgo cardiovascular principalmente determinados por variables clinicas y
bioguimicas, el avance cientifico exige involucrar la parte genética para mejorar las
herramientas de prediccion de riesgo e incluso proponer nuevos blancos

terapéuticos.

Scores de riesgo genéticos basados en SNP asociados con enfermedad
cardiovascular han demostrado asociacion con futuros eventos cardiovasculares
en estudios de casos y controles y prospectivos (25-29). Uno de los primeros en
demostrarlo fue Ripatti et al. en un estudio de casos y controles, asi como en una
cohorte de 30 725 participantes en donde genotipificaron 13 SNP y encontraron que
al utilizar este score es posible identificar 20% de individuos (con ancestria
Europea) con un 70% de riesgo incrementado de presentar un primer evento

cardiovascular (29).

12



Algunos sugieren que la adicion de un mayor numero de polimorfismos determina
una mejor prediccion de riesgo cardiovascular como lo reportado por Tada et al. en
donde se observo que al agregar 23 SNP al GRS27 (genetic risk score 27 SNP) se
encontré asociacion con ECV con un HR 1.7 (1.48-1.94) y HR de 1.92 (1.67-2.2)
para el GRS27 y GRS50 respectivamente. Asi como al combinar este ultimo score
con factores de riesgo establecidos, la reclasificacion de individuos con un score
genético alto confiridé un riesgo 2.3 veces mayor (1.85-3.12) comparado con quienes

obtuvieron un score genético bajo (30).

Sin embargo, no todos los resultados son similares. En un estudio del consorcio
UCLEB en poblaciébn europea se calculd un score genético con 53 SNP
relacionados a enfermedad cardiovascular evaluando su utilidad al agregar la
informacion genética a la informacion fenotipica dada por un score de riesgo
cardiovascular (QRISK-2). El score genético produjo un incremento minimo en
cuanto a utilidad poblacional comparado con la prediccion de riesgo fenotipico dado
por el QRISK-2. Al aplicar la informacién genética en quienes tienen riesgo
calculado intermedio (10-20% por QRISK-2) algunos de estos individuos se
reclasifican como de alto riesgo, implementando de esta manera intervenciones
tempranas como uso de estatinas sugiriendo que el factor genético puede prevenir 1

evento cardiovascular adicional por cada 462 personas evaluadas (31).

En el estudio CoRDia se evaluaron 19 SNP en un grupo de pacientes con DM2 e

individuos sanos en quienes el score genético no difirié en ambos grupos (32).

Al ser enfermedades multifactoriales, la interaccidbn ambiente-genotipo puede
determinar el desarrollo y progresién del estado patolégico, a través de mecanismos
dindmicos, reguladores, epigenéticos que confluyen en un fenotipo especifico.

La consecuencia de estas interacciones a exposiciones ambientales a través del
tiempo y espacio pueden condicionar un factor protector a un individuo con un

genotipo de riesgo y viceversa (33).

Existen diversas variantes genéticas localizadas en los genes que codifican para
las proteinas de la coagulacion del sistema fibrinolitico, favoreciendo un

desequilibrio en el sistema hemostatico como son: la insercién/delecién 4G/5G en

13



gen del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1, el polimorfismo G894T en el
gen de la enzima sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS), C677T en el gen de la
enzima 5,10 metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) y que han sido demostrado

como factores de riesgo para nuestra poblacion.

Entre los estudios realizados en el grupo de la Unidad de Investigacion Médica en
Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis (UIMTHA) se ha encontrado que la
presencia del polimorfismo 4G/5G de PAI-1 presenta en la poblacion mestizo-
mexicana una frecuencia alélica 4G de aproximadamente 28-34%, dicho alelo es
considerado como factor de riesgo independiente para infarto agudo de miocardio
en jovenes (OR 2.29 [1.12-4.68]) (34). Sin embargo, para el caso de C677T en el
gen de MTHFR no pudo replicarse dicho resultado, en donde la frecuencia del alelo
T se presento entre 52 a 55% de casos y controles sin establecer asociacidén con
IAM en menores de 45 afios (35). Lo contrario pudo ser observado en un grupo de
pacientes jovenes con EVC isquémico en donde se evidenciaron 4 factores de
riesgo independientes incluyendo el alelo T (OR 2.56 [1.54-4.24]), tabaquismo (OR
1.79[1.06-3.01]), hipertensién (OR 2.53 [1.08-5.90]) e historia familiar de ECV (OR
1.82 [1.02-3.23]) (36).

En el caso de G894T (Glu987Asp) en el gen de eNOS la frecuencia del alelo T es
variable, en el estudio realizado en 2010 se encontrd su presencia en 13.8-25%
asociandose positivamente al desarrollo de IAM en menores de 45 afios (OR 2.13
[1.33-3.41]) asi como en infarto cerebral en jévenes mexicanos (OR 1.75 [1.0-2.14])
(37).

En cuanto al polimorfismo R353Q del factor VII de coagulacion, la frecuencia del
alelo Q se ha estimado entre 7-11% en nuestra poblacion en donde no se ha
logrado demostrar el efecto protector del alelo Q para infarto de miocardio (38).

Es esperado que cada poblacion tenga una distribucion diferente de frecuencias
genotipicas e historias ambientales. Es por eso que la susceptibilidad genética
individual a una enfermedad en una poblacion particular depende del nimero de
genes de segregacion susceptibles, los alelos de cada gen y sus frecuencias
relativas y la correlaciéon entre los alelos de dichos genes y otros genes diferentes
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(39).

A pesar de que se ha demostrado influencia genética en la DM2, no se han
investigado las variantes genéticas del sistema fibrinolitico y de coagulacién que
pudieran ser factores relevantes que contribuyan en el desarrollo de aterotrombosis

en este grupo especial de la poblacion en nuestro pais.

El inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) en Diabetes Mellitus
2.

El inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1 por sus siglas en inglés) de
la familia de proteasas de serina es una glicoproteina compuesta por 379
aminoéacidos (aa), con un peso molecular de 50kDa secretado principalmente por
adipocitos, células endoteliales y hepatocitos, aunque también por plaquetas,
placenta, células de muasculo liso vascular y monocitos/macréfagos; constituye un
regulador clave negativo de la fibrindlisis a través de su rol como inhibidor primario
del activador del plasmindgeno tisular (tPA). Se une al tPA de una y dos cadenas,
pero no reacciona con el uPA (activador del plasmindégeno urinario) de cadena
sencilla. Circula en su forma activa formando un complejo con la glicoproteina
vitronectina, la cual estabiliza su conformacion activa e incrementa su vida media.
Es almacenado Unicamente por plaquetas. El PAI-1 se elimina de la circulacion por
las células hepéticas. Exhibe un ritmo circadiano por lo que la concentracion
plasmatica es mayor en la mafiana y mas baja durante la tarde y noche (40).

Existen estudios en ratones y en humanos, que han reportado niveles elevados de
PAI-1 en individuos con obesidad (41,42), resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa 'y DM2 (43,44). Las concentraciones plasmaticas de PAI-1 se correlacionan
también con niveles de triglicéridos plasmaticos e insulina (45,46). Otros estudios
han indicado que el aumento en los niveles de PAI-1 se relaciona no soélo con la
incidencia de DM2 (47,48), sino también con sus complicaciones, principalmente

retinopatia diabética, nefropatia y enfermedad coronaria (49,50).

PAI-1 disminuye con la reduccién de peso y con mejoria en la respuesta a la insulina
(51). Ademas, se ha demostrado que medicamentos hipoglucemiantes como la
metformina disminuyen también las cifras de PAI-1 en sujetos con DM2 y sujetos
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obesos (52).

t-PA-PAI-1
complex

Figura 2. Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1(PAI-1) en la fibrindlisis. Tomado de Del

Rosario et al Ann Hematol Oncol. 2015

Posibles mecanismos que condicionen una sobreexpresiéon de PAI-1

El proceso por el cual se sobreexpresa PAI-1 es complejo e incluye diferentes
factores inductores, involucrados al mismo tiempo y en diferentes sitios de la
sintesis de la proteina, incluyendo la pared de los vasos sanguineos.

El incremento en la concentracion de PAI-1 no est4 asociado a Interleucina 6 (IL-6),
fibrindbgeno o proteina C reactiva, como podria esperarse debido a que se considera
un reactante de fase aguda; sino que esta asociado al tejido adiposo y depdésitos
de grasa ectopica como sitios moduladores de la expresion de PAI-1 (40).
Diversos investigadores han identificado la capacidad de la célula adiposa para
sintetizar PAI- 1 en respuesta a un estimulo cronico a factor de necrosis tumoral

(TNF), insulina y factor de crecimiento transformador beta (TGFp) (53).
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El polimorfismo 4G/5G en el gen del PAI-1y Diabetes Mellitus 2

En el humano el gen del PAI-1 esta localizado en el cromosoma 7 tiene 16kb de
longitud y contiene 9 exones y 8 intrones. Se han descrito multiples SNP en el gen
del PAI-1, el mas estudiado es el polimorfismo 4G/5G (rs1799889), caracterizado
por la insercion/delecion de un nucleétido de guanosina a - 675pb (pares de bases)
del promotor del PAI-1, lo cual incrementa la concentracién o su actividad en el
plasma sin alterar la vida media de la proteina (54).

El incremento en la transcripcion génica del PAI-1 esta asociado con 4 bases de
guanina (el alelo 4 G), lo cual da como resultado la unién a una proteina del
activador de transcripcion del PAI-1, mientras que el de 5 bases de guanina (el alelo
5 G), se une a una proteina represora que disminuye la unién del activador. Los
individuos homocigotos para el alelo 4G (4G/4G genotipo) tienen concentraciones
25% mas altas de PAI-1 que los sujetos que son homocigotos para el alelo 5G
(5G/5G genotipo). Los estudios llevados a cabo in vitro, han permitido identificar
diferencias en la capacidad de unién a este sitio de las proteinas reguladoras de la

transcripcion (55,56).

En el estudio realizado por Al-Hamodi et al (43) se determind asociacion entre los
niveles antigénicos de PAI-1y t-PA asi como de su actividad en pacientes con DM2
y sindrome metabdlico. Esto refleja un estado hipofibrinolitico, lo cual a su vez ha

sido relacionado con eventos cardiovasculares (57,58).

Xu y cols corroboraron que el genotipo homocigoto 4G presenta niveles mayores
de PAI-1 y que la ocurrencia de nefropatia diabética (ND) se asocio a la presencia
del alelo 4G reportandose 35% de casos de ND en el genotipo 4G/4G, 30.2% en el
4G/5G y 21.4% en el 5G/5G (59).
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Figura 3. Polimorfismo 4G/5G en el gen del PAI-1. Del Rosario M and Tsai H. The Case of a Late
Bleeder Plasminogen Activator Inhibitor 1 Deficiency. Ann Hematol Oncol. 2015; 2(10): 1068

Ademas, se ha visto que el incremento en la concentracion de PAI-1 es aun mayor
en presencia de hipertrigliceridemia (60,61). También se ha demostrado que las
proteinas de muy baja densidad (VLDL) inducen un aumento en los niveles de la
transcripcion del promotor del PAI-1 a nivel de las células endoteliales, cuyo
mecanismo se debe a la existencia de un elemento de respuesta de las VLDL
denominado (VLDLRE), localizado en la region promotora del gen y su actividad se
incrementa por la presencia del polimorfismo 4G/5G, debido a su localizacion en un
sitio adyacente a la region corriente arriba del sitio de union del factor de
transcripcion de induccion de las VLDL. Estos hallazgos dan una explicacion
molecular entre la asociacién de las VLDL y el incremento en la actividad plasmatica
de PAI-1, asi como para la interaccién entre el polimorfismo 4G/5G y los niveles
plasmaticos de triglicéridos (62).

Algunos medicamentos hipoglucemiantes producen una disminucién variable en la
expresion del PAI-1 en las células adiposas, protegiéndolas de la resistencia a la
insulina promoviendo la diferenciacion del adipocito mediante un decremento en la

expresion del receptor gamma peroxisomal activado (63,64).

Si bien la asociacién del polimorfismo 4G/5G no es concluyente, se han encontrado
estudios con la presencia del alelo 4G asociados a mayor riesgo cardiovascular

18



(60,65-69), algunos demuestran simplemente un discreto incremento en el riesgo
de ECV como el metaanalisis de Nikolopoulos en donde se encontré un OR 1.088
para IAM (70). Mientras que en otros estudios no se ha encontrado diferencia (71—
73). Existe un metaandlisis realizado por Xu et al. en 2013 en donde no pudo
establecerse asociacion entre la presencia del polimorfismo y la susceptibilidad a

DM2 y sus complicaciones (74).

Una de las razones para esta discrepancia podria explicarse por las diferentes
poblaciones estudiadas, es decir la influencia étnica y ambiental de diversos
factores que al interaccionar determinan la expresion fenotipica (75). Un ejemplo
de esto se encuentra en investigaciones realizadas en China en donde la
asociacion de tabaquismo y polimorfismo 4G/5G de PAI-1 difiere en el riesgo de

enfermedad coronaria (76).

Katakami et al sugieren que la presencia de un solo polimorfismo no determina
mayor riesgo de trombosis principalmente en EVC isquémico, sin embargo, la suma
de varios alelos incluyendo 4G/5G de PAI-1 se relaciona con la ruptura de la placa
ateromatosa y formacion de trombo en pacientes con DM2. En dicho estudio se
observé que quienes presentaban un solo alelo de riesgo tuvieron una prevalencia
de EVC en 6.7%, en los portadores de 2-5 alelos el riesgo de EVC se elevaba (OR
1.61[1.03-2.51]) y para quienes tenian 6 o mas alelos el riesgo era aun mayor (2.72
[1.30-5.69]) (77).

Tabla 2. Estudios del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1

Estudio Poblacién Resultados
Al Hamodi (2011) Malasia DM2 1 niveles y actividad
de PAI-1
Xuy cols (2016) China Nefropatia diabética

35% 4G/4G; 30.2% 4G/5G;
21.4% 5G/5G

Nikoloupolus (2014) EUA, Alemania, Finlandia, Japén, 4G OR 1.088 para IAM
Metaanalisis Sudafrica, Suecia, Italia, Francia,
Eslovenia, Turquia, Espafia,
China, Brasil, Pakistan, UK
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Xuy cols (2013) China Sin asociacion
Metaanalisis

Katakami (2010) Japon Riesgo aditivo
4G/5G + otros
polimorfismos

N EVC en DM2 (OR 2.72)

DM2, diabetes mellitus tipo 2; cols, colaboradores; OR, razé6n de momios; EVC, enfermedad
vascular cerebral.

Disfuncion endotelial en diabetes mellitus 2

El endotelio es considerado como el regulador mas importante de la homeostasis
manteniendo un balance entre vasodilatacion y vasoconstriccion, inhibicién y
estimulacién del crecimiento y migracion de las células musculares lisas y la
trombogénesis y la fibrindlisis. Cuando este equilibrio se rompe, produce lo que se

le denomina “disfuncion endotelial’, causando dano de la pared endotelial (78).

La disfuncion endotelial origina un desequilibrio en la produccién endotelial de los
factores que produce, como son: adhesion plaquetaria, agregacion vy
trombogenicidad sanguinea, liberaciébn de citocinas y factores de crecimiento
iniciando una respuesta inflamatoria. Después de la primera respuesta inflamatoria,
se ha postulado que el colesterol de las LDL es mas activo produciéndose un
incremento en la oxidacion del mismo lo que da origen a la formacién de la placa.
Ademas, las células musculares lisas participan en el proceso mediante la
migracion dentro de la intima, proliferando e incrementando la produccion de las
proteinas de la matriz extracelular. La suma de estos procesos da origen a la
formacion de la placa aterosclerética (79). Algunos estudios han demostrado que
existe una disminucion de la funcion endotelial en los individuos con disminucion

en la tolerancia a la glucosa, diabetes o0 en sujetos con sindrome metabdlico (80).

Es por eso que otra de las vias implicadas en el desarrollo de ateroesclerosis es la

del estrés oxidativo, en donde la produccion de oxido nitrico se ve afectada.
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El polimorfismo G894T en el gen de la enzima sintetasa de Oxido nitrico
(eNOS), como posible factor de riesgo de disfuncién endotelial en diabetes

mellitus 2

El gen de la sintetasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS) se localiza en el
cromosoma 7 (7935- q36) y consiste de 26 exones y 25 intrones. Codifica a la
enzima que genera Oxido nitrico en el endotelio vascular a partir de la conversion
de L-arginina a L-citrulina. El 6xido nitrico (ON) media vasodilatacion en el
endotelio, inhibe la adhesion de plaquetas y leucocitos y limita la oxidacién de LDL
aterogénicas en el endotelio. La alteracion de la vasodilatacion dependiente de
endotelio es una caracteristica comin de vasos ateroscleréticos, lo cual puede
deberse en parte a la disminucion en la produccion de eNOS. Dado su rol importante
en la fisiologia de la vasculatura, las variaciones genéticas pueden alterar la
expresion y actividad de eNOS, contribuyendo al desarrollo de enfermedad
cardiovascular (81).

Diversos estudios han demostrado que la presencia de un polimorfismo en el gen
de la enzima endotelial 6xido nitrico sintetasa producida por el cambio de una base
de guanina por una de timina G894T, traduce una sustitucion de un aminoéacido de
glutamina por un aminoacido de asparagina en la posicion 298: GIlu298Asp
(rs1799983) en la molécula de dicha proteina. Esta sustitucibn promueve el

rompimiento de la enzima en este sitio disminuyendo la funcion de eNOS (82).
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Figura 4. Polimorfismo G894T (Glu298Asp) en el gen de eNOS. (Cecilia Vecoli. Endothelial Nitric
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En el caso de DM2 y resistencia a la insulina, la actividad de eNOS se ve alterada,
ya que la activacion de eNOS mediada por insulina via PI3K/Akt se encuentra
inhibida (83). Ademas, en DM2 se incrementa la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), resultando en menor generacion de ON

y disfuncion vascular (84).

Recientemente se evidencié una interaccion significativa entre 2 genotipos
especificos de eNOS (G894T y T786C) y una molécula angiogénica: el factor de
crecimiento vascular endotelial en pacientes con DM2. Estos hallazgos proveen
mas informacion acerca de los mecanismos que afectan la angiogénesis y la
disfuncion endotelial en DM2, indicando el rol importante de eNOS en este proceso
(85).

El polimorfismo Glu298Asp (G894T) eNOS se ha propuesto por algunos como parte

de los factores de susceptibilidad genética en la génesis de hiperinsulinemia,
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resistencia a la insulina y Diabetes Mellitus 2 (84,86). Asimismo, se ha visto
implicado en el desarrollo de infarto de miocardio en Japoneses con DM2,
encontrando una frecuencia mayor del alelo Asp (17%) comparado con controles
(6%) (87). Dicho riesgo se ha visto incrementado al presentar una combinacion de
mas variaciones alélicas de la misma via involucrada, como en la cohorte disefiada
por Katakami et al. en donde los portadores de 8 o mas alelos de riesgo incluyendo

Asp tuvieron un HR de 2.92 (IC 1.5-5.67) para enfermedad arterial coronaria (88).

Gran parte de la literatura aporta resultados no concluyentes respecto a la
participacion de Glu298Asp (G894T) eNOS en el desarrollo de infarto de miocardio
y enfermedad vascular cerebral, la mayoria de los estudios en poblacion asiatica
(81).

Un metaandlisis reciente evalud los tres principales polimorfismos de eNOS
incluyendo G894T, encontrando asociacion positiva (OR 1.58 [1.3-1.91]) entre la
presencia de éste y el riesgo de EVC isquémico también en Asiaticos (89).

Otro metaanalisis realizado por Rai et al determind también la asociacion de 3
polimorfismos del gen eNOS en este caso con enfermedad coronaria. Incluy6
estudios realizados en distintas poblaciones (Asia, India, Medio-Oriente, Europa,
Africa) y encontré que el Glu298Asp demostrd la asociacion méas fuerte (OR 1.28-
1.52), seguido del T786C (1.34-1.42) y el 4b/a (OR 1.19- 1.41) (90).

De la misma forma Yao et al observaron en su metaanalisis que la presencia del
alelo Asp conferia mayor riesgo de EVC isquémico (OR 1.6 [1.38-1.79]) en la

poblacién asiatica pero no en los caucésicos (91).

Szabd et al. evidenciaron, en un grupo gue incluia pacientes con Diabetes Mellitus
2, dicho polimorfismo como un factor de riesgo mayor (4 veces mas en homocigotos
Asp) para enfermedad arterial carotidea e infarto de miocardio, y de la misma forma
el C677T MTHFR se asocio también a infarto miocardico (genotipo TT 17% vs 11%
en controles) (92).

En Suecia, Odeberg et al demostraron la presencia del polimorfismo G894T eNOS
como un factor independiente para infarto de miocardio en pacientes con DM2 (OR
3.12[1.49- 6.56]), especialmente en mujeres, esto probablemente por la interaccion
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hormonal y el estimulo derivado de la produccion de ON (93).

La asociacibn se ha

microvasculares como nefropatia y retinopatia (94—-96).

intentado establecer

incluso con complicaciones

Tabla 2. Estudios del polimorfismo G894T del gen de eNOS

Estudio Poblacién Resultados
Tamemoto (2008) Japon Alelo Asp 6% vs 17% IAM
Katakami (2014) Japon Enfermedad coronaria >8

alelos OR 2.92
Kumar (2017) Asia EVC isquémico OR 1.58

Rai (2014)

Odeberg (2008)

Australia, Turquia, Espafia,
Alemania, UK, Irlanda, ltalia,
Austria, EUA, Brasil, Chile...

Suecia

Enfermedad coronaria en
distintas poblaciones OR
1.28-1.52

IAM en mujeres OR 3.12

eNOS, oxido nitrico sintasa endotelial; IAM, infarto agudo de miocardio; OR, raz6n de momios

=1709953 G

SNP; rs1796983
A al Allele: G

Bantuks m'a 0
BantuSouthAfrica
Yoruba

San

Mandanka
MbutiPygrmy

BiakaP
Orcadgr?w

Sardinian
U=Can
Mozabite

Bedouin
Druze
Paketinian
Balkchi
Erahui
Marani
Sindhi
Pathan
Burusho
Hazara

Figura 5. Distribucién mundial del polimorfismo G894T (Glu298Asp)

en el gen de eNOS. Human Genome Diversity Project.

3
Melanssian
Papuan
Karitana
Surui
Colmbian
Maya

Pima

24



El polimorfismo en el gen de la enzima 5,10 Metilentetrahidrofolatoreductasa
(MTHFR)

La homocisteina es un aminoacido (AA) con contenido de azufre producido por la
desmetilaciéon del AA esencial metionina, y la metilentetrahidrofolatoreductasa
(MTHFR) un determinante principal de los niveles séricos de homocisteina.

La enzima metilentetrahidrofolato reductasa cataliza en forma irreversible la
conversion de 5,10 metiltetrahidrofolato a 5- metiltetrahidrofolato, el cual sirve como
donador de un grupo metilo en la reaccion para la conversion de cisteina a
metionina (97). El gen de la MTHFR se encuentra en el cromosoma 1p36.3. La
mutacion en la enzima responsable en el metabolismo de la homocisteina
particularmente la 5, 10 metiltetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) produce una forma
severa de hiperhomocisteinemia (HHcy). Es producida por una mutacién puntual
(C677T) (rs1801133) en la region que codifica para el sitio de unién de la MTHFR,

permitiendo una sustitucion del AA alanina por uno de valina.
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Figura 6. Polimorfismo C677T en el gen de MTHFR. (Spellicy CJ, Northrup H, Fletcher JM, Cirino
PT, Dennis M, et al. (2012) Folate metabolism gene 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) is associated with ADHD in myelomeningocele patients. PLoS One 7 (12) e51330)

Se ha demostrado que los portadores homocigotos para la variacion genética TT
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estdn asociados con niveles incrementados de homocisteina debido a la
generacion de una enzima termolabil con actividad reducida (aproximadamente
30%), los heterocigotos presentan un 65% de actividad de la enzima. Se ha
propuesto que la hiperhomocisteinemia induce estrés oxidativo de las células
endoteliales, vasoconstriccion arteriolar, disfuncion renal y aumento en la
reabsorcion tubular de sodio. Por lo que se ha identificado al genotipo TT como un

factor de riesgo para enfermedad cardiovascular (98).

Algunos estudios sugieren que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo
independiente para enfermedades cardiovasculares (99,100), y que se relaciona
con complicaciones de DM2 (101). Araki et al. encontraron niveles mas elevados
de homocisteina en pacientes con DM2 y macroangiopatia comparados con
aquellos que no presentaban esta ultima (10.8+/- 3.8 nmol/ml vs 8.3 +/- 3.1nmol/ml)
(102).
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El polimorfismo C677T de la MTHFR puede condicionar la presentacion de
enfermedades cardiovasculares en pacientes con DM2 (103,104), un metaanalisis
realizado en China por Zhang ha determinado la positividad de la asociacion en
dicha poblacion (OR 1.71 [1.47- 1.99] con base en la frecuencia alélica para
macroangiopatia y OR 1.85 [1.63-2.1] para microangiopatia) (105).

En el grupo estudiado por Sun, la frecuencia alélica 677T prevalecio no solo en el
grupo de pacientes con DM2, sino que ademas en el subgrupo de diabéticos con
macroangiopatia la asociacién fue mayor (OR 1.94 [1.31-2.89]) (106). Mas tarde el
mismo Sun identificé el C677T MTHFR como un marcador predictivo en pacientes
con Diabetes Mellitus 2 para presentar infarto cerebral isquémico. (OR 4.04 [1.95-

8.34]) (104); con resultados similares a los obtenidos por Hermans en 2006 (107).

En aborigenes canadienses el mismo alelo establecid un riesgo mayor para
enfermedad arterial periférica en pacientes con DM2 (OR 3.54 [1.01-12.4]) (103).

En el estudio de Zhao et al. se encontré que en pacientes de China hipertensos, el
efecto de la homocisteina en el primer EVC se modific6 notablemente por la
presencia de C677T MTHFR y la suplementacién de acido félico reduciendo el
riesgo de EVC en los portadores del alelo C de un HR de 3.1 (IC 1.1-9.2) a 0.73 (IC
0.55-0.97) con el uso de folatos, lo cual ayuda a predecir el riesgo de EVC y
determina la necesidad de llevar a cabo intervenciones con &cido félico con base

en el panorama genético y estado nutricional de cada individuo (108).

Sin embargo, existen también multiples estudios en donde no ha podido encontrarse
asociacion entre el polimorfismo y la presencia de enfermedad cardiovascular (109—
113).

Bentley et al llevaron a cabo un metaanalisis donde compararon variantes genéticas
relacionadas con enfermedad vascular cerebral y coronaria, evidenciando
asociaciones positivas para ambas en el caso de Factor V de Leiden, enzima
convertidora de angiotensina ECA I/D, MTHFR C677T y protrombina G20210A. Sin
embargo, PAI-1 4G/5G sb6lo pudo relacionarse con enfermedad coronaria.
Asimismo, se correlacionaron los desenlaces clinicos con los niveles bioquimicos
de las sustancias intermedias, observando asociacion positiva para MTHFR C677T

mas no en el caso de PAI-1 el cual s6lo se encontr6 elevado en los casos de infarto
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de miocardio. En el caso de los polimorfismos de Factor VIl y eNOS la asociacion

no se considero consistente debido a tamafios de muestra mas pequefios (114).

JUSTIFICACION

Consideramos relevante identificar de forma inicial la diferencia en la presentacion
de variantes genéticas del sistema fibrinolitico y funcion endotelial en pacientes con
DM2 con antecedente de enfermedad cardiovascular sintomatica (clinicamente
manifiesta) y sin dicho antecedente como parte de la evaluacion de la fisiopatologia

de le enfermedad y sus complicaciones.

Esto nos permitira reconocer principalmente individuos con mayor riesgo
cardiovascular al conjuntar algunos de los factores genéticos, clinicos y bioquimicos
para poder realizar una mejor estimacion del riesgo de complicaciones en nuestra
poblacion y de esta forma implementar intervenciones tempranas mas estrictas que

puedan incidir en el manejo principalmente preventivo.

Al realizar este estudio esperamos ampliar el conocimiento actual respecto a
factores involucrados en el desarrollo de complicaciones macrovasculares en los
pacientes con DM2 asi como a determinar la necesidad de contar con tratamientos
individualizados no sé6lo en cuanto a control glucémico sino también respecto al
perfil trombético de cada paciente el cual no es cominmente evaluado en la practica

clinica diaria.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Diabetes Mellitus 2 se caracteriza por ser una enfermedad multifactorial, en la que
interviene la interaccion de factores genéticos y ambientales no sélo en su
desarrollo y progresion sino también en la aparicion de las complicaciones
asociadas.

Su importancia radica en el incremento gradual de su prevalencia, mortalidad y

costos generados por su atencién, incluyendo el de sus complicaciones. Algunas
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de las mas importantes giran en torno a la enfermedad cardiovascular cuya
etiopatogenia involucra diversas vias fisiopatolégicas entre las cuales se han
descrito la disfuncion endotelial y alteraciones del sistema de coagulacion
favoreciendo el desarrollo de un estado protrombotico. Este ultimo ocasionado en
parte por la hipofibrindlisis secundaria al aumento en los niveles de PAI-1, asi como
de factores de coagulacion, hiperhomocisteinemia y el desbalance en la

generacion de oxido nitrico como factores contribuyentes al desarrollo de disfuncién
endotelial. Se han descrito variantes genéticas que codifican para estas proteinas
involucradas (PAI-1, homocisteina, 6xido nitrico) y que pueden alterar su expresion
tanto en sus niveles y/o actividad por lo que pueden ser considerados factores de

riesgo en el desarrollo de las complicaciones previamente comentadas.

En la literatura existen estudios con resultados no concluyentes e incluso
contradictorios llevados a cabo en diversas poblaciones y grupos étnicos.

En nuestra poblacion no han sido estudiadas dichas alteraciones genéticas
especificamente en DM2 por lo que consideramos relevante determinar su

influencia en el origen y desarrollo de la enfermedad aterotrombdtica.

Por esta razon nos planteamos la siguiente pregunta:

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de los alelos de riesgo del polimorfismo 4G/5G en el gen del
inhibidor del activador del plasminogeno tipo-1 (PAI-1) (rs1799889), de Glu298Asp
(G894T) en el gen de la enzima sintetasa del 6xido nitrico (eNOS) (rs1799983) y
de C677T en el gen de la enzima 5,10 Metilentetrahidrofolatoreductasa (rs1801133)
en pacientes mestizo-mexicanos con Diabetes Mellitus 2 con y sin complicaciones
macrovasculares clinicamente manifiestas (enfermedad vascular cerebral y/o

enfermedad arterial coronaria)?

29



HIPOTESIS

En pacientes mestizo-mexicanos con DM2 y complicaciones macrovasculares
clinicamente manifiestas (enfermedad vascular cerebral y/o enfermedad arterial
coronaria), los alelos de riesgo de los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor
del activador del plasmindgeno tipo- 1(PAI- 1) (rs1799889), del G894T en la
enzima sintetasa del éxido nitrico (eNOS) (rs1799983) y el C677T en la enzima
5,10 Metilentetrahidrofolatoreductasa (rs1801133) son mas frecuentes que en
pacientes con DM2 sin enfermedad cardiovascular sintoméatica (alelo 4G 57% vs
43%; alelo T 80% vs 67%; alelo Asp 47% vs 28%).

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la frecuencia de los alelos de riesgo del polimorfismo 4G/5G en el gen
del inhibidor del activador del plasmindégeno tipo-1 (PAI-1) (rs1799889), de
Glu298Asp (G894T) en el gen de la enzima sintetasa del 6xido nitrico (eNOS)
(rs1799983) y de C677T en el gen de la enzima 5,10 Metilentetrahidrofolato-
reductasa (rs1801133) en pacientes mestizo-mexicanos con Diabetes Mellitus 2
con y sin complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas (enfermedad

vascular cerebral y/o enfermedad arterial coronaria).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo 4G/5G en
el gen del inhibidor del activador del plasminégeno tipo-1 (PAI-1) (rs1799889),
de GIu298Asp (G894T) en el gen de la enzima sintetasa del oxido nitrico
(eNOS) (rs1799983) y de C677T en el gen de la enzima 5,10
Metilentetrahidrofolato reductasa (rs1801133) en pacientes mestizo-mexicanos
con Diabetes Mellitus 2 con y sin complicaciones macrovasculares clinicamente

manifiestas (enfermedad vascular cerebral y/o enfermedad arterial coronaria).

- Identificar la relacién entre los polimorfismos de interés y el desarrollo de

enfermedad cardiovascular en pacientes mestizo-mexicanos con DM2.

- Evaluar la potencial interaccion de los polimorfismos de interés y el desarrollo
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de enfermedad cardiovascular en pacientes mestizo-mexicanos con DM2.

- ldentificar los factores clinicos relacionados con el desarrollo de enfermedad

cardiovascular en pacientes mestizo-mexicanos con DM2.

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio: Transversal, comparativo.

Por el control de la maniobra: Observacional

Por la recoleccion de la informacion: Retrolectivo

Por la medicién del fendmeno en el tiempo: Transversal

Por el tipo de muestreo: No probabilistico de casos consecutivos

Por el nimero de grupos: Comparativo

Direccion: transversal

Por la busqueda de inferencias: Analitico

Por el espectro de le enfermedad en la poblacion: Heterodémico (contempla todo

el espectro de la enfermedad).

Universo de trabajo

Poblacién diana: Pacientes mestizo-mexicanos con Diabetes Mellitus 2 con y sin

complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas.

Poblacion accesible: Pacientes mestizo-mexicanos con DM2 atendidos en la
consulta externa de Medicina Interna y Cardiologia del HGR 1 Dr. Carlos Mac

Gregor Sanchez Navarro.

Muestra: Pacientes mestizo-mexicanos con diagnéstico de DM2 preexistente con
y sin complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas en tratamiento

farmacologico.

Tipo de muestreo: No probabilistico de casos consecutivos. Se incluyeron todos
los pacientes con DM2 que se captaron consecutivamente de la poblacion

accesible.
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Periodo de reclutamiento: De mayo 2017 a agosto 2018.

Lugar donde se desarrollo el estudio: La investigacion se realizo en la Consulta
externa de Medicina Interna y Cardiologia, asi como en la Unidad de Investigacion
Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del HGR 1 Dr. Carlos

MacGregor Sanchez Navarro del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Criterios de seleccion

Inclusion
- Pacientes de cualquier género.
- Mayores de 18 afios.
- Con diagndstico de Diabetes Mellitus 2.

- Ancestria mexicana de al menos 2 generaciones.

Se asignaron a 2 grupos con base en la ausencia (grupo 1) o presencia (grupo 2)

de diagndstico de complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas.

Exclusion

- Quienes decidan no ingresar al estudio

- Embarazo

- Neoplasias

- Trastornos hematoldgicos

- Insuficiencia hepatica crénica o aguda

- Arritmias cardiacas

- Enfermedad renal cronica en etapa 4 o 5 KDIGO

- Infarto de miocardio o isquemia silente para el grupo 1.
Eliminacion

- Quienes retiren consentimiento informado

- Pacientes que no cuenten con datos clinicos y/o resultados genéticos

completos.
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VARIABLES DE ESTUDIO

DEFINICION CONCEPTUAL

(e{e]\/|FB[e7N e [0]\ =538 Segin la OMS la enfermedad
W@ RN/ @l EIRANEE ] cardiovascular incluye un grupo
=@ RN OZNISNII= de trastornos/enfermedades del
corazon y vasos sanguineos. Los
tipos de enfermedad
cardiovascular engloban
enfermedad arterial coronaria,
enfermedad vascular cerebral
(EVC), cardiopatia reumatica,
tromboembolismo venoso, y
cardiopatias congénitas.!16

Enfermedad arterial coronaria:
patologia causada por
aterosclerosis en arterias
coronarias que lleva a la
restriccion del flujo sanguineo al

la obstruccion luminal y
caracteristicas de la placa, los
pacientes pueden presentar
angina estable o sindrome
coronario agudo (angina inestable,
IAM CEST, IAM SEST). 17

Enfermedad vascular cerebral:
Las 2 principales categorias
incluyen hemorragia e isquemia,
ésta Ultima secundaria a la
disminucion en el aporte
sanguineo de oxigeno y nutrientes
al tejido cerebral. La EVC
isquémica se subclasifica segun
su etiologia en trombosis,
embolismo e hipoperfusion
sistémica. La isquemia cerebral
transitoria (AIT) se define
clinicamente por la temporalidad
de los sintomas neuroldgicos los

cuales duran menos de 24 horas.
118, 119

Elevacion de la glucosa sérica
igual o mayor de 126 mg/dL en
ayuno de al menos 8 horas, o bien

200 mg/dL o mas a cualquier hora
del dia con presencia de
sintomas,

o Hemoglobina glucosilada 26.5%.
4

DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE

Antecedente documentado en No
el expediente clinico de:

- Diagnostico de enfermedad
arterial coronaria clinicamente
sintomatica (incluyendo infarto
de miocardio con o sin
elevacion del ST, angina
estable o inestable, cirugia de
revascularizacion miocardica)
y que cuente con pruebas
inductoras de isquemia
positivas (SPECT, prueba de
esfuerzo, ecoestrés
dobutamina) y/o
coronariografia con evidencia
de obstruccion.

Nominal,
dimensional, dicotbmica
categdrica

tejido miocardico. Dependiendo de - Enfermedad vascular

cerebral clinicamente
manifiesta (infarto cerebral,
isquemia cerebral transitoria)
con estudio de neuroimagen
gue evidencie la lesion
estructural.

Es la presencia del diagnéstico No Nominal,

previo o durante la revisién de dimensional, dictotomica

cifras de glicemia igual o
mayor

de 126 mg/dL en ayuno de al
menos 8 horas, o bien 200

categdrica

mg/dL o mas a cualquier hora
del dia con presencia de
sintomas, Hemoglobina
glucosilada = 6.5%, o bien
cifras normales de glucemia
bajo tratamiento
hipoglucemiante.

ESCALA DE UNIDADES DE
VARIABLE MEDICION MEDICION

DE RESULTADO

Si/No;
Enfermedad
arterial
coronaria y/o
EVC.

VARIABLE DESCRIPTIVA

Si/No
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PRESENCIA DEL Variacion en la secuencia de
POLIMORFISMO ADN en el gen del PAI-1, el cual
relier SNR=EBel=SN\E s consiste en una

DEL INHIBIDOR insercién/delecién de un

DEL ACTIVADOR nucleoétido de Guanina en la

DEL posicion -675 antes del promotor.
PLASMINOGENO (U

TIPO 1 (PAI-1)

(rs1799889)

PRESENCIA DEL Variacion en la secuencia de
POLIMORFISMO ADN en el gen de la enzima 5,10
olyaar =2\F=EEe=\BSMTHER el cual consiste en el

B = AN S\ VA AR il cambio de una base de Citosina
VRIS EH(ERREER) S por una Timina en el nucledtido
677. 12

PRESENCIA DEL Variacion en la secuencia de
POLIMORFISMO ADN en el gen de la enzima
E]RUREEINS ER SN S B eNOS, la cual consiste en el
e1=\Ee) = AN S\VA | /A cambio del aminoacido Ac.
SINIASTApI= 6y dIple) Glutamico por Asparagina en la
NITRICO DEL posicion 298. 122

Elevacion de la tension arterial
sistélica = de 140 mmHg o de la
tension arterial diastdlica 290
mmHg en al menos 2
mediciones, o bien cifras de
tension arterial normal bajo
tratamiento antihipertensivo.'?3

OBESIDAD Peso corporal secundario al
acumulo de tejido adiposo que
confiere un indice de masa

corporal 230kg/m2 superficie
corporal.1?*

ARIABLE DE EXPOSICION

Es la presencia de la No Nominal 4G/AG,
variacion en la secuencia del dimensional, 4G/5G, 5G/5G
ADN, el cual ocurre en mas  categdrica

del 1% de la poblacién

caracterizado por una

insercién/delecién de un

nucleétido de Guanina en la

posicion -675 antes del

promotor identificado por

PCR-

RFLP.

Es la presencia de la No Nominal C/C,CIT, TIT
variacion en la secuencia del dimensional,

ADN, el cual ocurre en mas  categorica

del 1% de la poblacion

caracterizado por la

substitucion de una base de

Citosina por una de Timina en

la posicion 677 identificado

por
PCR-RFLP.

Es la presencia de la No Nominal T/T (Asp/Asp),
variacion en la secuencia del dimensional, GI/T (Glu/Asp),
ADN, el cual ocurre en mas  categdrica G/G (Glu/Glu)

del 1% de la poblacion
caracterizado por la
substitucion de un aminoéacido
de Ac. Glutamico por uno de
Asparagina en la posicién 298
identificado por PCR-RFLP.

Presencia de diagndstico No Nominal Si/No
previo o durante la revisién de dimensional,

cifras de tension sistolica igual categoérica

0 mayor a 140 mmHg o

diastolica igual o mayor a 90

mmHg en mediciones

repetidas o bien cifras de

tension arterial normales pero

bajo

tratamiento antihipertensivo.

medicion de indice de masa No Nominal, Si/No
corporal = a 30kg/m2 dimensional, dicotémica

categorica
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Consumo de cigarrillos de tabaco
en cualquier época de la vida. 125

TABAQUISMO

DISLIPIDEMIA Condiciones patoldgicas
caracterizadas por una alteracién
del metabolismo de los lipidos,
con su consecuente alteracion de
las concentraciones de lipidos y B
lipoproteinas en la sangre. 126

ARIABLES MODIFICADORAS DE EFECTO

Medida del tiempo transcurrido
desde el nacimiento de una

persona.

Caracteristicas fisicas,
biolégicas, anatémicas y
fisiol6gicas de los seres
humanos, que los definen
como hombre y mujer.

Presencia en los familiares de
primer grado del diagnéstico de
cualquiera de las siguientes:
enfermedad coronaria,
enfermedad vascular cerebral,
enfermedad arterial periférica.

Cumplimiento de las metas
terapéuticas de acuerdo a los
estandares de la ADA (2017):
glucemia preprandial 80-
130mg/dL; glucemia postprandial
<180mg/dL; HbAlc <7% *
Periodo de tiempo transcurrido

desde el diagnostico de DM2
hasta la actualidad.

Fumador actual: persona que No Nominal
haya fumado por lo menos dimensional,
100 cigarrillos de tabaco categorica
durante toda su vida y que en

la actualidad fuma (incluye al

fumador diario y ocasional)

Exfumador: quien declare

haber fumado por lo menos

100 cigarrillos durante toda su

vida y que en el presente no

fume.

No fumador: quien declare

haber fumado menos de 100

cigarrillos en su vida o que

nunca haya fumado.

Colesterol total igual 6 mayor No
a 200 mg/dl, triglicéridos igual dimensional,
6 mayores a 150 mg/dl, LDL categérica

2100mg/dL, HDL =< 40mg/dL.
26

Nominal

Afios reportados por el Dimensional Continua
paciente al momento de la

entrevista inicial.

El fenotipo identificado al No Nominal,

momento de la entrevista. dimensional dicotémica
, categdrica

Antecedente de cualquiera de No Nominal

los diagnésticos previos dimensional

referidos por el paciente. , categérica

DM2 controlada: Niveles de  No Nominal,

HbAlc menores de 7%; DM2 dimensional dicotémica

descontrolada: HbAlc
>7%

Tiempo transcurrido desde la Dimensional Continua
fecha de diagnéstico de DM2
hasta la fecha de la inclusion

al protocolo de estudio

Si: Fumador
actual y/o
Exfumador
No: No
fumador

Si, No

Afos

Femenino/
Masculino

Si/No

Controlada/
Descontrolada

Afos

Fuerza que ejerce la sangre

ARTERIAL sobre la pared de las arterias.

INDICE DE MASA
CORPORAL

Razén matematica que asocia la
masa y talla de un individuo
conocido también como indice de
Quetelet. Calculado como la

Promedio de la 22y 32toma  Dimensional Continua
de presion arterial con
baumanémetro electrénico
Omron certificado.

Se medira y pesara al
paciente con una bascula
electronica calibrada y se
realizara el célculo de Kg/m?2

Dimensional Continua

Mm/Hg

Kg/m?
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division del peso en kilogramos
entre la talla medida en metros al
cuadrado. (kg/m2).

Concentracion de glucosa en Valores séricos de glucosa en Dimensional Continua mg/dL
ayuno en sangre periférica en mg/dL en sangre periférica en
mg/dL el tltimo mes

Heteroproteina de la sangre que Niveles de HbAlc reportados Dimensional Continua %
resulta de la unién de la por el laboratorio en el dltimo

hemoglobina (Hb) con glicidos  mes.

unidos a cadenas carbonadas

con funciones acidas en el

carbono 3y el 4.

Esterol (lipido) que se encuentra Valores séricos de colesterol Dimensional Continua mg/dL
en los tejidos corporales y en el  total de sangre periférica en el

plasma sanguineo de los Gltimo mes.

vertebrados. Esencial en las

membranas celulares. Hormonas

y acidos biliares.

Principal forma de Valores séricos de Dimensional Continua mg/dL
almacenamiento de energia en triglicéridos en sangre

las células. Son lipidos formados periférica en el Gltimo mes.

por una molécula de glicerol

esterificado con tres

acidos grasos

Célculo del tamafio de muestra

Para las variantes alélicas de los diferentes polimorfismos: se considerd para el
alelo 4G (115) del gen del PAI-1 en pacientes con DM2 y EAC (72.4% vs 57.8%
en controles); del alelo T(106) en pacientes con DM2 y macroangiopatia vs sin
complicaciones (44.6 vs 29.3%); del alelo T en pacientes con DM2 y EAC vs
pacientes con DM2 sin EAC (87) (17 vs 6%) el tamafio de la muestra se calcula con
base en diferencia de proporciones para el alelo 4G: 165 individuos para cada
grupo, para el alelo T: 147 de cada grupo y para el alelo T: 165 de cada grupo. Por
lo tanto se calcula un minimo de 165 individuos para cada grupo con un nivel de
error alfa de 5%, intervalo de confianza de 95% y poder estadistico de 80% (1-B).

I 2
Zav2mi(l —m) — ZBVmi(1 —m) + (1 — m2) |

m — 12

n=
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Zo= (a=0.05) 1.96
ZB= (B=0.20) -0.84
M1 = proporcion de grupo 1 2= proporcion de grupo 2

11 — 2= diferencia entre proporcion de grupo 1y 2

En el caso de PAI-1:

196+ 20072)10.28) — (084} (0.72)(028) = (0.58)(0.42)

0.72-0.58

n= 165
En el caso de C677T de MTHFR: n= 147

1.96v20045)(055) —(-0.84)+v (0.45)(0.55) +10.29)(0.71} 12
0.45-0.29
En el caso de Glu298Asp de eNOS: n= 165
( 1.96v2(017)1083) — (—0.84)vT017)(0.83) = (0.06)(094) |2
0.17—0.06

[ ]
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se incluyeron pacientes que acudieron de forma consecutiva a la Consulta Externa
de Medicina Interna/Cardiologia con diagnéstico de DM2. Se les invit6 a participar
en el estudio informandoles acerca de los beneficios y el riesgo minimo del estudio,
asi como de la logistica del protocolo. Se les coment6 que independientemente de

su decision, su tratamiento y atencién no se verian afectados.

Previa firma del consentimiento informado se llevo a cabo el llenado de la hoja de
recoleccion de datos por la Dra. Megan Carolina Cerda Mancillas, quien se encargo
de recabar los datos clinicos y antropomeétricos asi como de registrar los resultados
de laboratorio general. En caso de no contar con resultados de laboratorio recientes

(vigencia de 1 mes) se actualizaron el dia de la toma de la muestra.

Posteriormente se agendg cita en la Unidad de Investigacion Médica de Trombosis,
Hemostasia y Aterogénesis para realizar la toma de muestra de sangre periférica
la cual se llevé a cabo en ayuno de 12 horas por parte del personal de quimicos

gue labora en dicha unidad.

Se extrajeron aproximadamente 16ml de sangre total de la vena antecubital, los
cuales se colectaron en 2 tubos con EDTA, 2 con citrato de sodio y 2 con gel
separador o sin anticoagulante. De forma inmediata se centrifugaron las muestras
a 2500 g (fuerza centrifuga relativa) durante 15 minutos. Posteriormente, la capa
superior (plasma) se retiré cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente
capa, en donde se localiza el contenido de células mononucleares (buffy coat), la
cual se transfiri6 con una pipeta de transferencia de plastico estéril a un tubo
eppendorf de 1.5mL libre de enzimas (RNasas y DNasas). Finalmente, el contenido
eritrocitario se desech6 en un contenedor destinado para material infectocontagioso
(residuos peligrosos). Se asigno un folio alfanumérico para la identificacion de las

muestras.

Para la extracciéon de DNA se utilizé un kit comercial de la marca Qiagen (Qlamp
DNAMini Kit, Hilden Alemania) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la

compafia. Una vez extraido el DNA se procedié a su conservacion en un
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ultracongelador a -70°C hasta su utilizacién para la amplificacion de los segmentos

correspondientes.

Mediante espectrofotometria se determin6 la pureza del DNA considerando la
relacion de absorbancias A260/A280 y A260/A230. Se consideré un valor de
pureza aceptable la relacion de al menos 260/280 >1.6 y A260/230 <1.5. La

integridad del DNA se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa al 4%.

Para la determinacion de los diferentes genotipos de los polimorfismos de interés

se utilizo la técnica PCR-RFLP (ver descripcién en manual de procedimientos).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se muestran mediante estadistica descriptiva con frecuencias,
medidas de tendencia central y dispersibn para las variables numéricas. Se
determiné la forma de distribucion de las variables cuantitativas mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Las variables categoricas se analizaron con la prueba de
chi cuadrada. La comparacion de las variables continuas entre los pacientes con y
sin complicaciones macrovasculares se hizo con U de Mann Whitney de acuerdo a
su distribucion. Para estimar la asociacion se determiné la prevalencia de la razén
de momios (PRM) entre los genotipos y alelos de riesgo de los polimorfismos de
interés con la presencia o ausencia de complicaciones macrovasculares, dicha
medida de asociacion se muestra como OR.

Para determinar la independencia de las variantes genéticas en la ocurrencia de
enfermedad cardiovascular se realizé un ajuste por medio de un andlisis de
regresion logistica con las covariables y aquellas que mostraron diferencias en el
analisis bivariado. Se considero significancia estadistica p <0.05. Los analisis

fueron realizados con el paquete estadistico IBM SPSS version 22.
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ASPECTOS ETICOS

Este estudio cumple con los aspectos éticos de investigacion en seres humanos de
acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, sobre los
Principios Eticos para la Investigacion Médica adoptada por la 182 Asamblea
Médica Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japon 1975 y

revisada en Fortaleza, Brasil 2013.

Esta investigacion se considera de riesgo minimo de acuerdo a la Ley General de
Salud contenida en la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos en
materia de Investigacion para la salud en seres humanos, titulo segundo, capitulo
[, articulo 17, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el dia 6 de enero de
1987.

Los datos personales y los resultados de los participantes son estrictamente
confidenciales. Unicamente estan accesibles al investigador principal y
colaboradores. No se hara divulgacion de los mismos o intercambio de datos.

Se les hizo invitacion a participar en el protocolo a cada uno de los sujetos que
fueron integrados al mismo. Se les explico en forma detallada en qué consistia el
procedimiento y que no afectaria o modificaria su tratamiento en caso de no aceptar
su inclusion. Se les dio a leer y firmar carta de consentimiento informado previa
aceptacion a su inclusion en el protocolo a cada uno de los participantes, asi como
se les proporcion6 una copia del mismo.

Por el momento los participantes no obtuvieron un beneficio directo de la realizacion

del estudio, los beneficios tienen un caracter estrictamente cientifico.
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RESULTADOS

Del total de 405 pacientes con DM2 reclutados se excluyeron 44 por la presencia
de isquemia silente en estudios paraclinicos, enfermedad renal cronica en etapa 4-
5 de KDIGO, céncer y trombofilia. Una vez incluidos 361 sujetos, 27 de ellos fueron
eliminados por no contar con datos clinicos y/o genéticos completos. Por lo tanto,
la muestra total consistiéo en 334 pacientes, de los cuales el 50% se distribuyd en
cada uno de los grupos. En todos los casos los pacientes contaban con diagnéstico
previo de DM2 y se encontraban bajo tratamiento farmacolégico para dicha

patologia.

405 pacientes con
diagndstico de DM2

Se excluyeron:
18 isquemia silente
13 ERCKDIGO 4-5 =
9 Cancer
4 trombofilia

361 pacientes
incluidos

Se eliminaron 27
pacientes (datos
clinicos o genéticos
incompletos)

334 pacientes
analizados

Figura 8. Flujograma para la seleccion de pacientes.
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La comparacion de las caracteristicas clinicas y bioquimicas entre los grupos de
pacientes que desarrollaron complicaciones macrovasculares clinicamente
manifiestas (desenlace compuesto) y en quienes no las presentaron se resumen
en la Tabla 4. De forma global la mediana de edad fue de 63 (56-71) afios y mas
de la mitad de los pacientes presentaban larga evolucion de la enfermedad de base

(>10 afos).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y bioquimicas en pacientes con DM2 de acuerdo

con la presencia de complicaciones macrovasculares.

Complicaciones macrovasculares

Variable - Valor de P
No Si
(n=167) (n=167)
Edad (afios) 61 (54-67) 66 (58-73) <0.001*
Sexo (hombres/mujeres) 86/81 92/75 0.511
IMC (kg/m?) 28.4 (25.3-31.9) 27.7 (24.9-31.2) 0.320
- 18.5-24.9, n (%) 35 (21) 42 (25.1)
- 25-29.9, n (%) 67 (40.1) 60 (35.9)
- 30-34.9, n (%) 46 (27.5) 53 (31.7) 0.535
- 35-39.9, n (%) 13 (7.8) 9(5.4)
- 240, n (%) 6 (3.6) 3(1.8)
TAS (mmHg) 128 (116-142) 130 (117-142) 0.820
TAD (mmHg) 79 (71-84) 75 (70-81) 0.025*
Glucosa (mg/dL) 128 (99-172) 133 (106-192) 0.171
HbAlc (%) 7.2 (6.2-8.8) 7.2(6.7-7.9) 0.987
Control de DM2, n (%) 80 (47.9) 94 (56.3) 0.125
TG (mg/dL) 154 (117-217) 146 (97-162) <0.001*
Colesterol total (mg/dL) 172 (144-202) 155 (118-165) <0.001*
HDL (mg/dL) 41 (34-49) 41.5 (34-44) 0.381
LDL (mg/dL) 95 (71-118) 86 (58-90) <0.001*
i _ *
Mujeres 99 (89-106) MUJerelslét))l (98 0.010
Circunferencia de cintura (cm) Hombriggl)oo (95- Hombres 100 (93- 0.335
104)
Actividad fisica, n (%) 56 (33.5) 34 (20.4) 0.007*
AHF ECV, n (%) 122 (73.1) 107 (64.1) 0.077
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Tabaquismo, n (%) 63 (37.7) 48 (28.7) 0.081

Duracion de DM2 (afios) 10 (3-15) 11 (5-19) 0.026*
<10 afios 74 (44.3) 42 (25.1) <0.001*
210 afos 93 (55.7) 125 (74.9) '

Dislipidemia, n (%) 135 (80.8) 108 (64.7) 0.001*
Hipertension arterial crénica, n (%) 89 (53.3) 130 (77.8) <0.001*

DM2, diabetes mellitus tipo 2, IMC, indice de masa corporal; TAS, tension arterial sistolica; TAD,
tension arterial diastélica; HbAlc, hemoglobina glucosilada; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteinas de
alta densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad; AHF ECV, antecedentes heredofamiliares de
enfermedad cardiovascular, EAC, enfermedad arterial coronaria; EVC, enfermedad vascular
cerebral.

Las variables cuantitativas se muestran como medianas y rangos intercuartilicos (RIC), las
variables cualitativas estan representadas como nimeros totales y porcentajes.

*valor de p significativo. Prueba de X2 para variables categéricas y U de Mann Whitney para
variables continuas

Se observaron alteraciones significativas en el perfil lipidico con una mayor
afectacidon en pacientes sin complicaciones cardiovasculares. Las cifras de glucosa
en ayuno Yy hemoglobina glucosilada fueron similares en ambos grupos
correspondiendo con un regular control glucémico en aproximadamente el 50% de
los casos. Dicho criterio de control fue considerado en el caso de observar <7% de
hemoglobina glucosilada en forma general, aunque se individualizé para los
pacientes >65 afios y con multiples comorbilidades, siendo en ese caso el punto de
corte <8%. Al considerar un control estricto (HbAlc <7%) independiente del resto
de factores individuales, se evidencié que un mayor porcentaje de pacientes sin
complicaciones cardiovasculares lograban mantener cifras menores de 7% (42.5%
vs 35.3%).

Como parte del manejo farmacolégico reportado, metformina y pioglitazona fueron
mayormente prescritos en el grupo de pacientes sin complicaciones
cardiovasculares (78.4 vs 57.5%, p <0.001; y 10.2 vs 3.6%, p= 0.017
respectivamente). Ver Grafica 1.

El uso de estatinas, fibratos y antiagregantes plaquetarios fue mayor en el grupo de
pacientes con diagnostico de enfermedad cardiovascular, aunque resultd
estadisticamente significativo Unicamente para antiagregantes (21 vs 44.3%, p
<0.001).
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Grafica 1. Tipo de tratamiento hipoglucemiante utilizado. (n=334)
90%
80%
70%

60%

50%
40%
30%
20%
0% . [ | | - == N

Metformina Glibenclamida Pioglitazona Acarbosa Insulina IDPP4

B Sin complicaciones B Con complicaciones

IDPP4: Inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4

Respecto a factores de riesgo cardiovascular, hubo mayor indice de tabaquismo
activo o exfumadores en el grupo de pacientes sin complicaciones (37.7 vs 28.7%).
La diferencia en la frecuencia de antecedentes familiares de ECV referidos por los
pacientes en el interrogatorio no mostro significancia estadistica.

La prevalencia de dislipidemia fue mas alta (p= 0.001) en quienes no han
manifestado eventos cardiovasculares, esto con base en el diagnéstico previo de
la enfermedad, uso actual de farmacos para su tratamiento o cifras alteradas en los
estudios de laboratorio realizados durante el estudio.

La comorbilidad con hipertension arterial sistémica fue considerablemente mayor
(77.8 vs 53.3%) en pacientes complicados; al momento de la evaluacion clinica las
cifras tensionales detectadas se observaron dentro de rangos de control en ambos
grupos.

En relacion a sobrepeso y obesidad, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos, sin embargo, menos del 25% de los sujetos tienen un IMC
considerado normal, asi como prevalece la obesidad abdominal principalmente en
las mujeres. Los sujetos sin diagnostico de ECV refirieron realizar algun tipo de
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actividad fisica (33.5% vs 20.4%) durante al menos 150 minutos por semana

distribuidos en diferentes dias.

Cabe senalar que del total de los casos del grupo de complicaciones
macrovasculares, 85 pacientes (51%) correspondieron al subgrupo de EAC, 63
sujetos presentaron evidencia de enfermedad vascular cerebral isquémica y 19

(11%) cursaron con ambas patologias.

Al hacer una evaluacion de las caracteristicas basales entre los diferentes
genotipos de los 3 polimorfismos estudiados, para el caso de PAI-1 4G/5G no hubo
diferencias en los 3 grupos. En MTHFR C677T, existe tendencia positiva para la
presencia de hipertension arterial en los genotipos C/T (71%) y T/T (60.5%) vs el
homocigoto C/C (56.9%) con p = 0.062. ENOS G894T muestra mayor frecuencia
de sexo masculino e hipertensién en los genotipos G/T y T/T considerados de
riesgo; alcanzando significancia estadistica en ambos casos (p = 0.001y p = 0.009

respectivamente).

Polimorfismos PAI-1 4G/5G, ENOS G894T y MTHFR C677T y la presencia de

complicaciones macrovasculares.

Se identificé la amplificacion de los fragmentos polimorficos del rs1799889,
rs1801133 y rs1799983, mediante el corrimiento electroforético en gel de agarosa
tefido con bromuro de etidio, y se visualizaron usando un transiluminador de luz
ultravioleta.

Con respecto al polimorfismo PAI-1 4G/5G tanto la distribucion alélica como
genotipica fue equiparable en ambos grupos, el alelo 4G se encontrd en 23.3% de
pacientes sin complicaciones vs 27.8% de los sujetos con ECV (p = 0.931). Las
diferentes variantes genotipicas se muestran en la Tabla 5 evaluando diferentes

modelos de herencia y efecto.
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Tabla 5. Polimorfismo 4G/5G en el gen del PAI-1 en pacientes con DM2 y el riesgo de ECV.

Distribucién Modelo Modelo Modelo
SNP uC d | _
genotipica? Aditivo dominante recesivo
DM2 .
DM2 = jgcy  ORG% b Or@s®%Ic) P OR@%IC) P
N=167 ' C IC)
N=167
PAI-1
0.8 (0.33- 0.69(0.30- 0.397 0.76 (0.49- 0.225
46146 10(6) 1484 0n L) L18)
58 65  0.63(0.26- 5G/5G vs AG/AG vs
AGISG 347y (38.9) 1.5) 0425 456 + AG/5G +
99 88 1 AGIAG 4GIAG
5GI5G  (593) (52.7) (referencia)
bAlelo 78 93
4G (233) (278) 126(0.89 .,
Alelo 256 241 1.79) :
5G  (76.6) (72.2)

DM2, diabetes mellitus 2; ECV, enfermedad cardiovascular; OR, razén de momios
al os datos se muestran como numeros totales de sujetos (%)
b_as frecuencias alélicas se calculan 2N

Para el polimorfismo ENOS G894T la frecuencia del alelo T fue mayor en pacientes

que ya habian tenido manifestaciones de ECV comparado con el grupo sin

complicaciones (9 vs 20%, p < 0.001) estimando un riesgo 2.5 veces mayor para la

presencia del compuesto de complicaciones macrovasculares. La distribucion

genotipica también mostré diferencias entre ambos grupos en los modelos de

herencia dominante (G/G vs G/T + G/G) con una frecuencia del alelo de riesgo de

35.3% para los casos complicados vs 17.4% en aquellos con ausencia de

complicaciones (p < 0.001); en el modelo recesivo (G/G + G/T vs T/T) la frecuencia

fue de 4.8% vs 0.6% respectivamente mostrando también diferencia significativa
(Tabla 6).

46



Tabla 6. Polimorfismo G894T en el gen de ENOS en pacientes con DM2 y el riesgo de ECV.

SNP Distribucién Modelo Modelo Modelo
genotipica? Aditivo dominante recesivo
DM2 0 0
e +Ecy R 85 & P or@%ic) P R 85 % p
B N=167
ENOS
138 108 1.0
GIG (82.6) (64.7) (referencia)
28 51 2.32 (1.37-
GIT (168 (30.5) 393 <000 54156 (?gg_
10.2 (1.25- 4.3) : .
TIT 1(0.6) 8(4.8) 82.9) CCvs <0.001* 67.5) 0.037
bAlelo 304 267 CT+TT CTTTJr‘éSC
G (91) (80) 254 (L6 501%
AI_I(?IO 30(9) 67 (20) 4.03)

DM2, diabetes mellitus 2; ECV, enfermedad cardiovascular; OR, razon de momios
al os datos se muestran como numeros totales de sujetos (%)

b_as frecuencias alélicas se calculan 2N

*valor de p significativo. Prueba de X2 o exacta de Fisher

Los resultados obtenidos del polimorfismo MTHFR C677T no mostraron diferencias
significativas en la frecuencia del alelo de riesgo (T) al distribuirse practicamente en
50% en cada uno de los grupos. Los diferentes modelos de herencia tampoco
evidenciaron diferencias entre genotipos. El resumen de los resultados se muestra

enla Tabla 7.

Tabla 7. Polimorfismo C677T en el gen de MTHFR en pacientes con DM2 y el riesgo de ECV.

Distribucién Modelo Modelo Modelo
SNP uc d . :
genotipica? Aditivo dominante recesivo
DM2 )
DM2 ~ \ecv OR(@®wIC) P  OR(@®wIc) p  ORO% 4
N=167 5 IC)
N=167
MTHFR
cic 36 29 1.0
21.6)  (17.4)  (referencia) 1.3 (0.75- 1'282 (10)'78'
cT 92 91 122 (0.69-  0.472 2.25) 0333 U 0317
(55.1) (54.5)  2.16) CC vs CT+TT A
T 39 47 1.49 (0.78-
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(23.4)  (28.1)  2.85)

bAlelo 164 149

c (49.1)  (44.6) 1.19 (0.93-

Alelo 170 185 1.29) 0.277
T (50.8)  (55.4)

DM2, diabetes mellitus 2; ECV, enfermedad cardiovascular; OR, razén de momios
3l os datos se muestran como numeros totales de sujetos (%)
bLas frecuencias alélicas se calculan 2N

Al realizar el analisis de regresion logistica para estimar asociacion entre la
presencia de las variantes genéticas (especificamente eNOS G894T) y el desarrollo
de complicaciones macrovasculares se observa que el alelo T permanece como
factor de riesgo independiente (OR 2.19 [1.26-3.8], p=0.005) de edad (OR 1.03
[1.006-1.05], p=0.014), tiempo de evolucién de DM2 (OR 2.03 [1.24-3.33], p=0.005),
e hipertensién arterial (OR 2.38 [1.43-3.94], p=0.001) (Tabla 8). El resto de
variables no fueron incluidas en el modelo debido a que aunque se observa
diferencia en su distribucién entre los grupos, no existe un sustento biolégico que
justifiqgue su participacion en el analisis, p.ej la mayor frecuencia observada de

tabaquismo, dislipidemia, AHF ECV en el grupo de pacientes sin complicaciones.

Tabla 8. Modelo de regresion logistica no condicional del polimorfismo
G894T en el gen de ENOS en pacientes con DM2 y el riesgo de ECV

1 2 3 4
2.6 (1.56-4.3), 257 (1.51-4.38),  2.45(1.43-4.21),  2.19 (1.26-3.8),
<0.001 0.001 0.001 0.005

Modelo 1: crudo

Modelo 2: ajustado por edad y sexo

Modelo 3: ajustado por edad, sexo, tiempo de evoluciéon de DM2

Modelo 4: ajustado por edad, sexo, tiempo de evoluciéon de DM2 e Hipertension
arterial

Los resultados se muestran como OR (intervalo de confianza 95%), valor de p.

Al realizar una evaluacion de la interaccion entre los diferentes alelos de riesgo de
los 3 polimorfismos, se observé que la presencia concomitante de al menos 2 de
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ellos aumento la frecuencia de riesgo de complicaciones macrovasculares

(excepto en el caso de PAI-1 4G + MTHFR T), identificandose un riesgo 3.38
veces mayor para la combinacion de los 3 alelos (4G, Ty T) (Tabla 9). Dicho

riesgo se mantuvo significativo en el modelo multivariado al ajustar por otras

variables como edad, sexo, tiempo de evolucion de DM2 e hipertension.

Tabla 9. Interaccion entre los alelos de riesgo de PAI-1, ENOS y MTHFR en complicaciones

cardiovasculares.

PAI-14G ENOST MTHFRT DM2 (%) DM2 +ECV (%)

OR (IC 95%)

Valor p

] . - 2 (1.2) 0

+ + + 9 (5.4) 27 (16.2)
N ] + 52 (31.1) 63 (37.7)
+ + - 12 (7.2) 34 (20.4)
] + + 21 (12.6) 50 (29.9)

3.38 (1.54-7.44)
2.57 (1.12-5.93)
1.34 (0.85-2.1)
1.32 (0.81-2.16)
3.3 (1.64-6.63)
2.75 (1.32-5.74)
2.97 (1.68-5.22)
2.35 (1.28-4.3)

0.498

0.001*
0.026*
0.205
0.260
<0.001*
0.007*
<0.001*
0.006*

*valor de p significativo
aAjustado por edad, sexo, tiempo de evolucién de DM2 e hipertension arterial

49



DISCUSION

Nuestro estudio incluyé una poblacion diana considerada de alto riesgo para el
desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV). El objetivo fue evaluar la
distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas de 3 polimorfismos (PAI-1 4G/5G,
eNOS G894T y MTHFR C677T) en pacientes con Diabetes Mellitus 2 y su efecto
en la presencia de complicaciones macrovasculares. El espectro clinico de la
Diabetes fue amplio en los participantes considerando variables como la edad,
duracion de la enfermedad, comorbilidades. El desenlace compuesto de
complicaciones macrovasculares clinicamente sintomaticas nos permitié identificar
diferencias en cuanto a factores genéticos, clinicos y bioquimicos presentes en
ambos grupos. Respecto a la medicion de la variable de desenlace es importante
mencionar que todos los pacientes con EVC contaron con el diagnéstico clinico y
tomografico de infarto cerebral o isquemia cerebral transitoria, sin embargo, para
los casos de enfermedad arterial coronaria los métodos diagndsticos utilizados
variaron (coronariografia, SPECT, ecocardiograma, etc.) de acuerdo al sindrome

clinico presentado lo cual podria estar sujeto a sesgo de medicion.

Dentro de las variables identificadas con asociacion en el analisis bivariado para la
presencia de complicaciones macrovasculares se encuentran la edad, antecedente
de hipertension arterial crénica, el tiempo de evolucion de DM2 mayor a 10 afos,

asi como el alelo de riesgo del polimorfismo eNOS G894T.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para otras variables
como dislipidemia, tabaquismo, antecedentes familiares de ECV los cuales se
muestran con efecto protector para la presencia del desenlace que son las
complicaciones macrovasculares, sin embargo, es importante considerar que dicha
informacion puede estar sujeta a sesgo de memoria al haber sido obtenido por
interrogatorio de los pacientes. Los resultados de estudios de laboratorio realizados
durante el estudio evidencian también peor control en el perfil lipidico en el caso de

los pacientes que no han presentado complicaciones, no obstante, son paraclinicos
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que evalluan el estado actual de los participantes. De esta forma podria explicarse
gue exista un probable efecto de mayor apego al tratamiento una vez establecidas
las complicaciones y el uso de farmacos como estatinas como indicacion de
prevencion secundaria de un nuevo evento, ademas, los pacientes pueden ser
sometidos a un seguimiento clinico més estrecho que influya favorablemente en su

control.

De acuerdo a las caracteristicas basales, la mediana de edad se encuentra en los
63 afios lo cual concuerda con las estadisticas reportadas por ENSANUT MC 2016
(2), aunque es notorio que los pacientes de edad mas avanzada presentan mayor
frecuencia de ECV. El tiempo de evolucion de la enfermedad al clasificarse como
menor o mayor a 10 afios demostrd que el segundo grupo era el mas afectado por
las complicaciones sintométicas, dicho resultado es similar a lo reportado por Rana
et al en una cohorte de 1,586,061 adultos de 30 a 90 afios en California, EUA
durante 2002-2011 donde la sola presencia del diagnostico de DM2 era insuficiente
para ser considerado como equivalente de cardiopatia isquémica en pacientes con
menos de 10 afios de diagnostico de la enfermedad, una vez superando dicho
periodo de tiempo el riesgo puede llegar a ser equiparable. Una de las limitaciones
de dicho estudio fue que la determinacién de la presencia de enfermedad coronaria
se realiz a través de expediente electronico mediante la busqueda del diagnéstico
referido como enfermedad coronaria por la clasificacion del CIE-9, por lo que se

pudo haber incurrido en sesgo de medicion (128).

Para el antecedente de tabaquismo no logro identificarse como factor de riesgo,
antes bien su presencia fue mayor en los casos no complicados, esto difiere con la
mayoria de los estudios en donde claramente se ha evidenciado el riesgo
establecido por ser fumador activo como también lo es para exfumadores; un
ejemplo de ello son los resultados del metaanalisis de Pan et al (129) en el que se
incluyeron 89 estudios de cohorte con el objetivo de establecer la relacion existente
entre tabaquismo en pacientes con DM2 y mortalidad global y asociada a ECV asi

como la presencia de eventos cardiovasculares. EI RR ajustado para mortalidad
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global fue de 1.55 (1.46-1.64) y de 1.49 (1.29-1.71). El RR no ajustado para la
presencia de ECV fue de 1.51 (1.41-1.62), siendo mas significativo para el
desarrollo de EAP 2.15 (1.62-2.85). El hecho de no haber incluido en nuestro
estudio a pacientes con diagndstico confirmado de enfermedad arterial periférica,
pudo incidir en el porcentaje de tabaquismo encontrado.

De igual forma, la inclusion de un mayor nimero de casos prevalentes y por lo tanto
sobrevivientes en nuestro trabajo genera una de las principales limitaciones para

estimar asociaciones, ante lo cual los hallazgos deben ser tomados con reserva.

Respecto al efecto de los diferentes polimorfismos genéticos de interés, destaca el
posible rol de la variante de riesgo de eNOS en pacientes con y sin complicaciones
macrovasculares.

La hipofibrindlisis ocasionada por la elevacion de los niveles de PAI-1 puede ser
resultado de mudltiples interacciones con el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, el TGF-B, metabolismo lipidico que condicionan mayor riesgo de
eventos cardiocerebrovasculares.

Se ha descrito que en pacientes con resistencia a la insulina los niveles plasmaticos
de PAI-1 se encuentran elevados incluso que condiciona riesgo para el desarrollo
de DM2 de forma mas temprana, sin embargo, la influencia genética ha sido
variable en diferentes poblaciones. En Asia se ha encontrado la mayor frecuencia
del alelo de riesgo incluyendo a la poblacion especifica de DM2 sin embargo la
asociacion ha sido significativa en complicaciones microvasculares (59). El grupo
de Katakami et al (77) también encontré6 una mayor frecuencia del alelo 4G en
pacientes con DM2 y EVC e incluso observo un riesgo aditivo con otras variantes
de riesgo incluyendo Factor de von Willebrand. En el presente estudio la frecuencia
alélica y la distribucién genotipica no difiri6 en ambos grupos siendo consistente
con lo publicado en el metaandlisis de Xu et al en 2013 en donde no logré demostrar
influencia genética en enfermedad arterial coronaria al evaluar 20 estudios

realizados en diferentes poblaciones (71).

La disfunciéon endotelial es otra de las caracteristicas patogénicas presentes en
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pacientes con DM2, una de las moléculas involucradas en esa alteracion es la
enzima sintasa de oxido nitrico endotelial. La presencia del alelo T del polimorfismo
G894T en su gen ha sido asociado con el desarrollo de DM2 y sus complicaciones
cardiovasculares. Los resultados obtenidos muestran una mayor frecuencia alélica
y de los genotipos de riesgo en pacientes con DM2 que ya han presentado algun
desenlace cardiovascular. Esta informacion concuerda con los resultados de Szabo6
et al quien observd mayor porcentaje del alelo T en pacientes con DM2 y
enfermedad arterial coronaria en Budapest (92). De forma semejante Odeberg et al
en Suecia evidencié el mismo polimorfismo como factor independiente para IAM en
pacientes con Diabetes Mellitus 2 con un OR 3.12 (1.49-6.56). Uno de los estudios
mas recientes realizado en Egipto por El-Lebedy evalué la frecuencia e interaccion
entre 3 polimorfismos incluyendo G894T, ANGPTL8 c194C>T y CETP TaqlB en 3
grupos de pacientes (controles sanos, DM2 sin complicaciones cardiovasculares y
DM2 con complicaciones). El polimorfismo de eNOS se asocio a la presencia de
DM2 con un OR de 3.08 (1.7-5.6), al evaluar su influencia de forma aislada en el
grupo de DM2 con y sin complicaciones no logré establecer una asociacion, sin
embargo, al interactuar con los alelos de riesgo de los otros 2 polimorfismos se
sumo el efecto de riesgo con OR de 13.8 (1.63-116.5).

De forma contraria existen autores que no han encontrado asociacion del mismo

polimorfismo en diferentes desenlaces cardiovasculares (130-132).

Al identificar los fragmentos polimérficos del C677T del gen de MTHFR los
resultados no muestran diferencias para el alelo T o los genotipos de riesgo y la
presencia de complicaciones macrovasculares en pacientes con DM2 mestizo-
mexicanos. Esta alteracion puede contribuir a la presencia y persistencia de un
estado inflamatorio crénico y mayor remodelacién vascular en los pacientes con
DM2. Existen resultados en donde se ha identificado la variante de riesgo en
pacientes con DM2 comparado con controles, asi como en el desarrollo de ECV en
el subgrupo de pacientes con complicaciones micro y macrovasculares. Un estudio
de casos y controles realizado en Egipto por el grupo de Settin et al establecio la

relacion del polimorfismo con retinopatia diabética OR 3.47 (1.5-8.2), neuropatia
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diabética OR 5.2 (2.1-12.99) y enfermedad arterial coronaria OR 2.9 (1.3-7)
coincidiendo con lo evaluado en otras poblaciones: Polonia (133), Republica Checa
(134), China (135) y Japo6n (136).

Los estudios con ausencia de asociacién del polimorfismo también se han
reportado en diferentes poblaciones incluyendo individuos con DM2 y micro y
macroangiopatia. Tal es el caso de pacientes de origen caucasico (137), finlandés
(138) y francés (139) en quienes la enfermedad arterial coronaria fue establecida

como variable de desenlace.

Al evaluar la potencial sinergia entre los alelos 4G, Ty T de los 3 polimorfismos, se
evidenci6 un mayor riesgo (OR 2.57) para la presencia de complicaciones
macrovasculares en los pacientes con DM2, lo cual confirma la participacién de

mas de un gen en el desarrollo de las alteraciones mencionadas.

Es necesario hacer hincapié en que las enfermedades en cuestion son
multifactoriales y no se pretende considerarlas como monogénicas, mas bien se
requiere de continuar la busqueda de factores genéticos, epigenéticos,
ambientales, involucrados en el desarrollo y progresion de esta enfermedad
metabdlica compleja asi como de sus complicaciones. La genética humana puede
revelar nuevos blancos de intervencion al demostrar alteraciones en la expresion
y/o funcién proteica que tenga efecto en el desarrollo de complicaciones, puede
aproximarnos a potenciales biomarcadores que resulten utiles en la prediccion y/o
control de individuos con mayor riesgo de presentar complicaciones o una
progresion acelerada de la enfermedad en la que se abargquen la mayoria de las
vias fisiopatolégicas involucradas incluyendo la de trombosis, hemostasia y

aterogénesis.

Con lo anterior se hace evidente la necesidad de ampliar el estudio de variables
involucradas en el desarrollo de complicaciones no solo macrovasculares sino
también a nivel microangiopatico y que pueden ser determinantes en la evolucion

y pronéstico de los pacientes. Asimismo, seria conveniente la realizacion de un
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estudio prospectivo de casos incidentes que pudiera fortalecer el aspecto

metodoldgico de los resultados obtenidos.

CONCLUSIONES

En este proyecto evaluamos la frecuencia e influencia de 3 variantes genéticas con
la presencia de complicaciones macrovasculares clinicamente manifiestas en
pacientes mestizo-mexicanos con diagndstico de DM2. Los factores clinicos como
edad, tiempo de evolucion de DM2 e hipertension arterial se mantienen como
elementos predominantes en el desarrollo de ECV. Encontramos una mayor
frecuencia del alelo de riesgo T de ENOS G894T y de la combinacién de los 3 alelos
de riesgo en los casos de pacientes con diabetes tipo 2 con complicaciones. Estos
resultados sugieren el posible rol de factores genéticos en la susceptibilidad a
desarrollar dichas complicaciones cardiovasculares las cuales constituyen la

principal causa de muerte en pacientes con DM2.
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ANEXO 1. MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

Se extrajeron aproximadamente 16ml de sangre total de la vena antecubital, los
cuales se colectaron en 2 tubos con EDTA, 2 con citrato de sodio y 2 con gel
separador o sin anticoagulante. De forma inmediata se centrifugaron las muestras
a 2500 g (fuerza centrifuga relativa) durante 15 minutos. Posteriormente, la capa
superior (plasma) se retird6 cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente
capa, en donde se localiza el contenido de células mononucleares (buffy coat), la
cual se transfiri6 con una pipeta de transferencia de plastico estéril a un tubo
eppendorf de 1.5mL libre de enzimas (RNasas y DNasas). Finalmente el contenido
eritrocitario se desech6 en un contenedor destinado para material infectocontagioso

(residuos peligrosos).

Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizé un kit comercial de la marca Qiagen (Qlamp
DNAMini Kit, Hilden Alemania) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la
compafia. Una vez extraido el DNA se procedié a su conservacion en un
ultracongelador a -70°C hasta su utilizacion para la amplificacion de los segmentos

correspondientes.

Calidad del DNA

Mediante espectrofotometria se determin6 la pureza del DNA considerando la
relacion de absorbancias A260/A280 y A260/A230. Se considerd un valor de pureza
aceptable la relacion de al menos 260/280 >1.6 y A260/230 <1.5. La integridad del
DNA se determindé mediante electroforesis en gel de agarosa al 4%.

Para la determinacién de los diferentes genotipos de los polimorfismos de interés

se utilizé la técnica PCR-RFLP (ver descripcion en manual de procedimientos).

Determinacion de los diferentes polimorfismos

Genotipificacidon del polimorfismo 4G/5G: Posterior a la extraccion de ADN, se lleva
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a cabo la reaccion de PCR con el uso de oligonucleétidos especificos (sentido) 5'-
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3 (sense) y 5'
CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3' (antisense).

La amplificacion se realiza en un volumen final de 50 p I, 0,06 mol de cada
nucleodtido, 1 U de Tag ADN polimerasa, 1,5 mmol de MgCI2 y 0,1 mmol de cada
dNTP (Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), bajo las siguientes
condiciones térmicas: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 30
ciclos (desnaturalizacion a 94 °C de 30 s, una alineacion a 60 por 30 s, y una
extension a 72 °C por 30 s), seguidos de una extension lineal por 1 min a 72

°C. Se obtiene un producto amplificado de 99 pb (5G) y 98 pb (4G). El producto es
restringido mediante la adicién de 1 U de la enzima especifica Bsl | (New England
Biolabs, Beverly, Massachusetts, Estados Unidos) a 25 u | del producto amplificado
e incubado a 55 °C para asegurar su completa restriccion.

Identificacion de fragmentos polimérficos: Una vez amplificado el producto, se
procede a su corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2%, y es
posteriormente tefiido con bromuro de etidio a una concentracion de 1 ng/ml. Se
visualiza usando un transiluminador de luz ultravioleta cuya imagen es grabada en
un film y cada paciente es clasificado en uno de los tres genotipos: 4G/4G, 4G/5G
0 5G/5G.

Genotipificacion del polimorfismo G894T de la enzima sintetasa del 6xido nitrico:
Posterior a la extraccion de ADN, se lleva a cabo la reaccion de PCR con el uso de
oligonucledtidos especificos (sentido) 5’- CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’ y
(contrasentido) 5-AGTCAATCCCTTTGGTGGTCAC-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 50UIl. Las
condiciones térmicas consistiran en desnaturalizacion a 94°C por 30 seg.,

alineacion a 60°C por 30 seg. y una extension a 72°C por 30 seg., por 30 ciclos.
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Identificacion de fragmentos polimorficos: El producto de la PCR es sometido en
partes iguales a digestion con las enzimas de restriccion Banll y Mbol
respectivamente por 16 h a37°C. El producto obtenido de 206pb bajo la accién de
la enzima Banll produce dos fragmentos uno 124pb y uno menor de 82pb en la
presencia de un nucleétido G en la posicion 894 (correspondiendo al alelo Glu298),
mientras que en la segunda reaccion el mismo producto de 206pb con la enzima
Mbol generara 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 restriccion son visualizados en un gel de agarosa al

2.5% y tefiido con bromuro de etidio. El resultado se clasifica como CC, CG, o GG.

Genotipificacion del gen C677T de la enzima Metilen-tetrahidrofolato reductasa.
Posterior a la extraccion de ADN, se lleva a cabo la reaccion de PCR con el uso de
oligonucledtidos especificos (sentido) 5’- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3) y
(contrasentido) 5’- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-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 en un volumen final de 50 Ul y 1.0 U de pfu ADN polimerasa. Las
condiciones térmicas consisten en desnaturalizacion a 30°C 94 ciclos, alineacion a

62°C por 20 segq, y extension a 72°C por 20 seg.

Identificacion de fragmentos polimorficos: El producto del PCR se somete a la
accion de la enzima Hinfl por 16 horas a 37° C. Los productos obtenidos de la
digestién se visualizan en un gel de agarosa al 2.5% y tefiidos con bromuro de

etidio. Cada paciente se clasifica en uno de los tres genotipos CC, CT, TT.
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SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Nombre del estudio:
Patrocinador externo
(si aplica):

Lugar y fecha:
Numero de registro:

Justificacion y objetivo
del estudio:

Procedimientos:

ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y
POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

“FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2 CON Y SIN COMPLICACIONES MACROVASCULARES”

N/A

Lo invitamos a participar en el estudio” “FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS GENETICOS
ASOCIADOS AL DESARROLLO DE UN ESTADO PROTROMBOTICO EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 2” el cual se llevara a cabo en el servicio de Medicina Interna y en la
Unidad de Investigacién en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del HGR 1 Dr Carlos MacGregor
Sanchez.

Debido a que la diabetes es una enfermedad muy frecuente en nuestro pais y puede ocasionar
complicaciones como infartos del corazén, embolias, derrames cerebrales, amputaciones de los pies,
consideramos importante investigar sobre las diferentes causas que pueden influir en que los
pacientes tengan estas complicaciones. Una de las causas que se ha estudiado muy poco en nuestro
pais es la parte genética (los genes son como el mapa de instrucciones de nuestro cuerpo que
pueden decir el tipo de color de ojos que tendra alguien, cuanto crecerd, etcétera y también causar
variaciones en las funciones de algunas sustancias del cuerpo como la formacién de coagulos en la
sangre). Estas variaciones genéticas o polimorfismos los tenemos desde el nacimiento y en
ocasiones nos pueden dar informacion extra acerca de diferentes enfermedades. En este estudio
investigaremos algunas variantes genéticas relacionadas con la formacién de coagulos en la sangre.

Si usted acepta participar en el estudio sucedera lo siguiente:

Al ir a su consulta de Medicina Interna se le invitara a participar en el estudio y se registrara su
nombre y teléfono.

Se le dard una cita para acudir a la Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y
Aterogénesis que esta ubicada en el sotano del Hospital HGR 1 Dr. Carlos Mac Gregor Sanchez.

El dia de su cita se le haran algunas preguntas acerca de su enfermedad y datos personales

Se le tomara la presion arterial, se pesard, se medira su altura y su cintura

Se le tomara una muestra de sangre del brazo (aproximadamente 4 tubos pequefios de laboratorio o
15ml o 3 cucharaditas).

El estudio completo tardara aproximadamente 40 minutos.

Debido a que continuamente se descubren genes y sustancias en la sangre que ayudan a estudiar
mas a fondo las enfermedades, si usted lo permite, la muestra de sangre que se obtenga en este
estudio puede utilizarse en estudios futuros (en los préximos 10 afios) en los cuales no se realizaran
ningun tipo de cultivos de lineas celulares inmortales.

80



Posibles riesgos y

molestias:

Posibles beneficios
que recibira al
participar en el
estudio:

Informacién sobre
resultados y
alternativas de
tratamiento:

Privacidad y
confidencialidad:

Colaboradores:

Teléfono 56395822

Después del piguete en el brazo para tomar la muestra de sangre, usted puede tener dolor el cual

generalmente no dura mas de 10 minutos y en caso de que sea muy molesto puede acudir
nuevamente a la Unidad de Investigacion, al servicio de urgencias del HGR 1 Dr. Carlos MacGregor
Sanchez o a urgencias de su clinica familiar para recibir atencion médica. También puede aparecer
un moretén o un hematoma que es un bulto de sangre debajo de la piel, los cuales desaparecen
después de algunos dias.

Usted no recibira dinero ni ningun tipo de beneficio econémico por participar en el estudio.

Como parte de la investigacion, se le realizardn estudios de glucosa, colesterol, triglicéridos,
hemoglobina glucosilada, HDL, LDL sin ningln costo, los cuales ayudan a saber si esta bien controlado
de su enfermedad (diabetes).

Los resultados de los estudios de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL y hemoglobina
glucosilada se los daremos entre 1 semana y 1 mes después de haberse realizado. Los resultados de
los estudios genéticos no se reportaran, ya que al ser sélo un estudio de investigacion, el resultado
en este momento no nos puede decir si usted tendra o no complicaciones de su enfermedad.

Participacion o retiro;

Usted es libre de decidir si participara o no en el estudio, o de retirarse en cualquier momento si asi lo
quiere.

Su participacion en el estudio no afectara de ninguna forma la atencién médica ni el tratamiento que
actualmente recibe.

Los datos personales y resultados son estrictamente confidenciales. No se utilizara su nombre, la
informacion se codificara (se le dara un valor) con letras y nUmeros que no tienen relacién con usted.
La informacién sera utilizada sélo para fines de investigacion y sélo los investigadores responsables
del estudio tendran acceso a ella.

De la muestra de sangre obtenida no se realizara ningun tipo de cultivo de lineas celulares inmortales

Beneficios al término del estudio:

En el caso de la toma de muestra de sangre:

0 autorizo que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra soélo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros (en los préximos 10 afos).

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Usted no recibira un beneficio directo de los resultados del
estudio.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable:

Dra. Megan Carolina Cerda Mancillas Teléfono:56395822 Ext 1910
Celular 5577615100 correo electrénico: investigacion.dm2.has@gmail.com

“eléfon0:56395822 Ext 1910 correo electrénico: maissal405@gmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Investigacion y
Etica en Investigacién en Salud (CLIEIS)namero 3609. Calle Gabriel Mancera 222, Del Valle, 03103 Benito Juarez, CDMX.
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Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccién, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma
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ANEXO 3. HOJA DE RECOLECCION DE
DATOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

‘FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2 CON Y SIN COMPLICACIONES MACROVASCULARES”

FECHA | # MUESTRA

NOMBRE |

No. AFILIACION |

LUGAR DE OCUPACION E.CIVIL
ORIGEN

FECHA EDAD SEXO
NACIMIENTO

TELEFONO/CONTACT ESCOLARIDA
@) D

TABAQUISMO | IT ] ETILISMO | CANTIDAD:

PESO | TALLA | ImMC

C. CINTURA | IC. CADERA ACTIVIDAD FISICA |

TA 1A | 2A B3A |

PROMEDIO |

ANTECEDENTES FAMILIARES

ANCESTRIA MEXICANA (2 GENERACIONES): ‘ Sl ‘ NO

ANTECED FAMILIARES DM2  (SI NO ANTECED FAMILIARES (SI NO
HAS

¢QUIEN? | . QUIEN? |

DE
ENF CARDIOVASCULAR
(Hombres <55, mujeres

ANTECEDENTE FAMILIAR IAM EVC ENF ARTERIAL PERIFERICA

<65)
¢QUIEN? |
ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
DIABETES SI | NO [TIEMPO DE EVOLUCION |

TRATAMIENTO

HAS SI | NO [TIEMPO DE EVOLUCION |

TRATAMIENTO

ARDIOPATIA Sl NO |FECHA
ISQUEMICA

DETALLES

EVC/AIT Sl NO |FECHA

DETALLES
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ENF Sl NO |FECHA

ARTERIAL

PERIFERICA

DETALLES

FIBRILACION Sl NO ARTRITIS NO
AURICULAR REUMATOIDE
DETALLES
ERC (4 0 5) Sl NO [FECHA
DETALLES
DISLIPIDEMIA si INO FECHA

OTRAS
ENFERMEDADE
S

OTROS (AAS) (ACO)
TRATAMIENTOS

ESTUDIOS DE LABORATORIO
GLUCOSA HBA1C | COLESTEROL TOTAL
HDL \ LDL | VLDL TG | AC URICO |
CREATININA | TFG \ ALBUMINURIA |
FIBRINOGENO \ HEMOGLOBINA [HEMATOCRITO \
LEUCOCITOS | PLAQUETAS |
OTROS
POLIMORFISMO 4G/5G EN EL GEN DEL PAI-1 (GENOTIPO)

4G/4G 4G/5G 5G/5G

CONCENTRACION
PLASMATICA DE PAI-1

_ GEN DE LA ENZIMA SINTETASA DEL OXIDO NIiTRICO (ENOS) (GENOTIPO)

GLU/GLU

GLU/ASP

ASP/ASP

/T EN EL GEN DE LA ENZIMA 5,10 MTHFR (GENOTIPO)

C/IC

CIT

T/T
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