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l.- Introduccion

En la actualidad, la cardiopatia isquémica sigue siendo una de las principales causas de muerte y
discapacidad en todo el mundo tanto para hombres como para mujeres, a pesar de la evolucién en
las estrategias de prevencién y tratamiento. En las uUltimas 2 décadas, estudios de medicina
gendmica han sido capaces de identificar multiples locis genéticos relacionados con el aspecto
hereditario en cardiopatia isquémica. El conocimiento actual de las variantes genéticas con impacto
en cardiopatia isquémica se basa en gran medida en andlisis de estudios del genoma humano y los
polimorfismos de un solo nucledtido.

La susceptibilidad a enfermedad arterial coronaria es hereditaria en un 40-60%, sin embargo, hasta
hace poco tiempo se pudo demostrar el rol de las mutaciones genéticas en la enfermedad arterial
coronaria. La deteccion rutinaria de mutaciones genéticas es poco probable hasta que ello
modifique el tratamiento o prevencion de la enfermedad. Estas variantes genéticas de riesgo, deben
proporcionar conocimientos fisiopatoldgicos de la enfermedad, con el objetivo de desarrollar
tratamientos novedosos en la prevencidn y tratamiento de enfermedad arterial coronaria.



Il.- Marco Tedrico

En la actualidad, la cardiopatia isquémica sigue siendo una de las principales causas de muerte y
discapacidad en todo el mundo tanto para hombres como para mujeres, a pesar de la evolucién en
las estrategias de prevencion y tratamiento (1). El principal mecanismo es debido a placas
ateroesclerdticas y limitacidn de flujo a nivel de arterias coronarias epicardicas. Sin embargo, varios
hallazgos sugieren una fisiopatologia mas compleja de esta compleja enfermedad, incluso se ha
demostrado que mas alld de la presencia de placas aterosclerdticas epicardicas, la microcirculacion
coronaria es crucial en la génesis de la cardiopatia isquémica.

En los ultimos afios, se ha demostrado la importancia de la heredabilidad en conjunto con otros
factores para determinar la presencia de cardiopatia isquémica, ya sea por obstruccién de arterias
epicdrdicas o alteracion de la microcirculacién. En las ultimas 2 décadas, estudios de medicina
gendmica han sido capaces de identificar multiples locis genéticos relacionados con el aspecto
hereditario en cardiopatia isquémica. El conocimiento actual de las variantes genéticas con impacto
en cardiopatia isquémica se basa en gran medida en andlisis de estudios del genoma humano y los
polimorfismos de un solo nucledtido (1).

La enfermedad arterial coronaria se define como la presencia de placas ateroesclerédticas
obstructivas que limitan el flujo sanguineo a nivel de las arterias coronarias epicardicas. En sujetos
con factores genéticos de susceptibilidad, la enfermedad arterial coronaria se determina por la
exposicion a algunos factores de riesgo. En los Ultimos afios, varias investigaciones han mejorado
nuestra comprensién de los factores de riesgo, asi como la base genética de la enfermedad de las
arterias coronarias. Algunos de estos factores se relacionan con los estilos de vida, como el
tabaquismo, sedentarismo, habitos dietéticos, y por lo tanto son modificables. Por otro lado, existen
factores de riesgo no modificables como edad, género y susceptibilidad genética. Actualmente, se
han identificado mas de 50 locis relacionados con enfermedad arterial coronaria, como fue descrito
en el meta-analisis realizado en el Consorcio CARDIOGRAMplus C4D, en casi 1850,000 casos y
controles (1).

DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio juega un papel importante en la regulacién de la funcién vascular al producir un gran
numero de sustancias bioldgicamente activas que participan en la regulacién del tono vascular,
crecimiento celular, inflamacidn y trombosis y hemostasia (2). La disfuncion del endotelio vascular
es un hallazgo temprano en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y esta estrechamente
relacionado con eventos clinicos en pacientes con aterosclerosis e hipertension. Por lo tanto, el
conocimiento sobre los mecanismos detrds del desarrollo de la disfuncién endotelial y las
estrategias farmacoldgicas dirigidas a la disfuncién endotelial son de gran importancia.

La disfuncién endotelial se refiere a un estado de baja disponibilidad y disfuncién en los factores
vasodilatadores como éxido nitrico (ON), prostaciclinas y factores hiperpolarizantes derivados del
endotelio. Una alteracidon adicional importante en la disfuncion endotelial es una mayor produccion
y actividad bioldgica de la potente endotelina peptidica vasoconstrictora y proinflamatoria (ET)-1

2).



Endotelinas

La familia de las endotelinas consiste en 3 miembros, ET-1, ET-2 y ET-3, dentro de ellas, la ET-1 es el
péptido mas frecuente en los vasos sanguineos. La endotelina (ET-1) esta codificada por el gen EDN1
ubicado en el cromosoma 6p21-24 y actia como un potente vasoconstrictor y modulador del
vasomotor y la remodelacién vascular (4).

El sistema de las endotelinas participa en la fisiopatologia de muchas enfermedades como
hipertensidn, aterosclerosis, enfermedad arterial coronaria e insuficiencia cardiaca.

Endotelina-1 e Hipertension Arterial

Multiples estudios han confirmado el papel de la ET-1 en la regulacién del tono vascular y su relacidn
con hipertension arterial. Varios tipos de polimorfismos de un solo nucleétido de ET-1 han sido
reportados previamente, dos de los cuales han sido considerados como los mds estrechamente
relacionados con la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares —rs5370 y rs10478694.

Endotelina-1y Ateroesclerosis

Lerman et al demostraron previamente una regulacién al alza de la endotelina-1 en pacientes con
ateroesclerosis. La vasoconstriccion secundaria a la ET-1 y su efecto miogénico en las células del
musculo liso tienen un efecto en el desarrollo de lesiones ateroescleréticas. Por otro lado, algunos
estudios han descartado alguna asociacién significativa entre el nivel plasmatico de ET-1 y el
desarrollo de aterosclerosis (3).

Oxido Nitrico Endotelial (eNOS)

Otro actor crucial del proceso aterosclerético esta representado por eNOS. El gen que codifica la
eNOS se encuentra en el cromosoma 7g35—36. Se considera una enzima protectora, no solo por su
papel en la sintesis de ON, sino también porque su inhibicidn se correlaciona con la produccién de
superoxidos.

El 6xido nitrico regula multiples funciones del aparato cardiovascular, como la vasodilatacion,
migracién y proliferacion de células del musculo liso. Ademds, inhibe los linfocitos TH1 y puede
activar la NADPH oxidasa endotelial. Por estas razones, varios estudios han evaluado la correlacién
entre los niveles de expresidon endotelial de ET-1 y eNOS con la inestabilidad de la placa
aterosclerdtica.

EDN-1 presenta tres polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) importantes, dos en la regién
promotora [-974CNA (rs3087459) y -1394TNG (rs1800541)] y uno en la regién codificante
[Glu105Glu (rs5369)]. Los dos PSN en la region promotora se han identificado en la regién
flanqueante 5’ del gen EDN-1 y ambos PSN se han asociado con el riesgo de desarrollar infarto de
miocardio, hipertrofia ventricular izquierda esencial (4).

Por otro lado, el gen eNOS presenta dos PSN relevantes en la region promotora [-786TNC
(rs2070744) y -1474 ANT (rs1800783)] y uno en el exén 7 de la region codificante (G894T). Los PSN
en la regién promotora se han asociado con una reduccién significativa en la actividad del promotor
del gen eNOS, mientras que el PSN en la region codificante provoca un cambio de aminoacido de
Glu a Asp (Glu298Asp) y se ha asociado con una produccion basal reducida de NO. Estas variantes



de eNOS se han asociado con un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria, insuficiencia
cardiaca, aterosclerosis e infarto de miocardio.

En base a los estudios mencionados previamente, se considerd la asociacidén entre polimorfismos
de un solo nucledtido (PSN) y su riesgo con ateroesclerosis, enfermedad arterial coronaria e infarto
agudo al miocardio. Sin embargo, los estudios realizados previamente no estudiaron poblacién
mexicana o latinoamericana, siendo la mayoria de los estudios realizados en poblacién europea,
asiatica y otras razas étnicas.

En 2017, se realizo en el Instituto Nacional de Cardiologia, el primer estudio en poblacidon mexicana
en el cual se evalué el papel de los PSN de EDN-1 y eNOS vy su riesgo de desarrollar sindromes
coronarios agudos.

Las conclusiones del estudio realizado fueron:

1) En comparacion con sujetos sanos, los pacientes con sindrome coronario agudo(SCA)
muestran una mayor frecuencia del polimorfismo EDN-1 Glu105Glu (rs5369)

2) Dentro de los pacientes con SCA, los pacientes con hipertension mostraron con mayor
frecuencia el polimorfismo eNOS 1474AA en comparacidn con aquellos sin hipertensién

3) Los pacientes obesos presentaban con mayor frecuencia los polimorfismos eNOS 1474AA,
eNO0S-1474T/A y eNOS786CC que los no obesos

4) La edad, el sexo masculino, los antecedentes familiares de enfermedad arterial coronaria,
el alto riesgo cardiovascular y el polimorfismo EDN-1 Glul05Glu (rs5369) fueron predictores
independientes de sindrome coronario agudo.

En base a los hallazgos mencionados previamente, el objetivo de este estudio es realizar un
seguimiento a largo plazo de este grupo de pacientes identificados en el estudio previo realizado en
el Instituto Nacional de Cardiologia, su correlacidn con eventos cardiovasculares mayores a largo
plazo, morbi-mortalidad e implicaciones pronosticas. Dentro de los objetivos secundarios a evaluar,
es analizar en el grupo control de pacientes, si se encuentra algin PSN con efecto protector en
cuanto al desarrollo de enfermedad arterial coronaria.



I1l.- Justificacion

Muiltiples estudios han demostrado la correlacién entre la expresién de niveles de endotelina y
6xido nitrico y su relacidon con la inestabilidad de la placa ateroesclerdtica. Estos factores genéticos
pueden actuar junto con los factores de riesgo clasicos (hipertension, obesidad, género, edad) para
provocar un evento cardiovascular.

La susceptibilidad a enfermedad arterial coronaria es hereditaria en un 40-60%, sin embargo, hasta
hace poco tiempo se pudo demostrar el rol de las mutaciones genéticas en la enfermedad arterial
coronaria.

La deteccidn rutinaria de mutaciones genéticas es poco probable hasta que ello modifique el
tratamiento o prevenciéon de la enfermedad. Estas variantes genéticas de riesgo, deben
proporcionar conocimientos fisiopatolégicos de la enfermedad, con el objetivo de desarrollar
tratamientos novedosos en la prevencidn y tratamiento de enfermedad arterial coronaria.

Si bien las variantes de riesgo genéticas son predictores menos potentes de enfermedad coronaria
comparado con biomarcadores, tienen la ventaja de que no se modifican a lo largo de la vida, y no
se ven afectados por la dieta, sexo, edad o medicamentos. Los genes mas importantes responsables
de la fisiologia vascular y la gravedad de las enfermedades coronarias estan representados por ET-
1y eNOS.

Teniendo en cuenta el papel destacado de ET-1y eNOS como reguladores de la funcion endotelial,
los procesos inflamatorios y la fisiologia vascular, parecen tener una influencia medible en el
desarrollo de la placa aterosclerética y contribuyen o aumentan la aparicion de sindromes
coronarios agudos.

En este contexto, el objetivo del estudio, es evaluar la tasa de eventos cardiovasculares mayores a
largo plazo, en pacientes mexicanos que presentan mutaciones genéticas y sindromes coronarios
agudos.



IV.- Objetivos

Objetivo General:

Evaluar la tasa de eventos cardiovasculares mayores recurrentes en pacientes con antecedentes de
sindromes coronarios agudo y mutaciones genéticas de riesgo.

Objetivos Especificos:

Evaluar si existe alguna mutacidon genética con efecto protector en el desarrollo de eventos
cardiovasculares.



V.- Materiales y Métodos

-Diserio del Estudio

Estudio observacional, analitico, cohorte prospectiva.

-Universo, Poblacidn y Muestra

Se selecciond como grupo de casos a 218 pacientes mexicanos con diagndstico de sindrome
coronario agudo (148 hombres, 70 mujeres, edad media 60.4 + 11.7) referidos al Instituto Nacional
de Cardiologia. De ellos, se realizé gen tipificacidn del polimorfismo de un solo nucleétido de EDN-
1-974CNA (rs3087459), EDN-1-1394TNG (rs1800541), y EDN-1 Glul05Glu (rs5369) mediante
ensayos de genotipado TagMan con exonucleasa 5’ en un sistema de PCR en tiempo real rapido ABI

Prism 7900 HT, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los sindromes coronarios agudos se diagnosticaron con base en la historia clinica, el examen fisico
con electrocardiografia, radiografia de térax, ecocardiografia y angiografia coronaria. El diagndstico
de sindrome coronario agudo se realizé en base a los criterios de la Organizacién Mundial de la Saldd

(OMS) y el American Heart Association/ American College of Cardiology (AHA/ACC).

Como grupo control, se seleccionaron 204 pacientes sanos no relacionados con los pacientes del
grupo casos (121 mujeres, 83 hombres, edad media 59.4 + 9.8) los cuales no debian haber
presentado previamente sintomas cardiovasculares o diagndstico previo de enfermedad
cardiovascular. Todos los sujetos incluidos fueron emparejados étnicamente, y consideramos como
mestizos mexicanos solo a aquellos individuos que, durante tres generaciones, incluida la suya,

habian nacido en México. Las caracteristicas clinicas de la poblacién se ejemplifican en la tabla 1.



-Criterios de Inclusién

*Pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo de acuerdo a guias, OMS/ AHA/ ACC
*Pacientes mestizos mexicanos

*Pacientes que se hayan sometido a gen tipificacion de del polimorfismo de un solo nucleétido de
EDN-1-974CNA (rs3087459), EDN-1-1394TNG (rs1800541), y EDN-1 Glu105Glu (rs5369) mediante
ensayos de genotipado TagMan con exonucleasa 5’ en un sistema de PCR en tiempo real rdpido ABI

Prism 7900 HT

*Pacientes con mutacién en polimorfismo de un solo nucledtido de EDN-1-974CNA (rs3087459),

EDN-1-1394TNG (rs1800541), y EDN-1 Glu105Glu (rs5369)
*Pacientes atendidos por sindrome coronario agudo, en el Instituto Nacional de Cardiologia
*Pacientes que acepten firmar consentimiento informado

-Criterios de Exclusion

*Pacientes con causas no aterotromboticas de sindromes coronarios agudos (vasoespasmo,

diseccion coronaria, MINOCA, miocarditis, Takotsubo)

* Pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo que no fueron sometidos a

coronariografia
*Pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo que no fueron sometidos a gen tipificacion

*Pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo en el cual no se detectaron mutaciones

de polimorfismos de un solo nucleétido
*Pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo de raza diferente a mestizos mexicanos
*Pacientes que no hayan aceptado firmar consentimiento informado

-Criterios de Eliminacion

*Pérdida del paciente durante el seguimiento
*Abandono voluntario

*Pérdida de expediente clinico completo del paciente



-Variable Dependiente

Desarrollo de eventos cardiovasculares mayores, definido de acuerdo a la International
Classification of Diseases 10th Revision (ICD) como infarto agudo al miocardio, embolia o0 muerte

cardiovascular.

-Tipo de variable: variable cualitativa nominal

-Variable Independiente

Mutacién en polimorfismo de un solo nucleétido de EDN-1-974CNA (rs3087459), EDN-1-1394TNG
(rs1800541), y EDN-1 Glu105Glu (rs5369

-Tipo de variable: cualitativa, dicotdmica/ binaria

-Analisis Estadistico

La distribucion de variables continuas se evaluard mediante inspeccion visual de histogramas de
frecuencia y con el uso de la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables continuas se expresaran como
media  desviacidn estandar (DE) o mediana con rango intercuartilico, si siguen una distribucidn
normal o no normal, respectivamente. Las variables continuas se compararan con la prueba T no
pareada o la prueba U de Mann-Whitney, mientras que las variables categdricas se comparardn con
la prueba de chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher, segun corresponda. Las correlaciones entre
variables se realizaran mediante la prueba de Pearson. Todas las variables se probaran en un modelo

univariable y luego se ingresaran en el modelo multivariable si el valor de p es < 0,05.

-Consideraciones Eticas

De acuerdo con los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki
y en la Resolucion 008430 de Octubre 4 de 1993: y debido a que esta investigacion se

considerd como investigacion sin riesgo y en cumplimiento con los aspectos mencionados con el

Articulo 6 de la presente Resolucién, este estudio se desarrollard conforme a los



siguientes criterios:

e Ajustary explicar brevemente los principios éticos que justifican la
investigacion de acuerdo a una normatividad a nivel internacional y a nivel
nacional la Resolucién 008430/93.

e Fundamentar si la experimentacion se realizd previamente en animales, en
laboratorios o en otros hechos cientificos.

e Explicar si el conocimiento que se pretende producir no puede obtenerse
por otro medio idéneo (férmulas matematicas, investigacién en animales)

e Expresar claramente los riesgos y las garantias de seguridad que se brindan
a los participantes.

e Contar con el Consentimiento Informado y por escrito del sujeto de
investigacion o su representante legal con las excepciones dispuestas en la
Resolucién 008430/93

e Relacionar la experiencia de los investigadores y la responsabilidad de una
entidad de salud.
¢ Establecer que la investigacion se llevara a cabo cuando se obtenga la
autorizacion: del representante legal de la institucién investigadora y de la
institucion donde se realice la investigacion; el Consentimiento Informado de
los participantes; y la aprobacién del proyecto por parte del Comité de Etica

en Investigacion de la institucion.



Tabla 1 Caracteristicas Clinicas de los Grupos de Estudio

Casos Controles p
(n218) (n 204)
Edad, afios, DS + 60.39+11.07 58.9+9.85 <0.001
Hombres, n (%) 148 (67) 83 (40) <0.001
Tabaquismo, n (%) 130 (59) 27 (13) <0.001
Diabetes Mellitus, n (%) 81 (37) 26 (12) <0.001
Hipertension, n (%) 131 (60) 85 (41) <0.001
Dislipidemia, n (%) 133 (61) 111 (54) 0.102
Antecedente familiar ECV,n 118 (25) 14 (6) <0.001
(%)
Obesidad, n (%) 47 (21) 33 (16) 0.277
Grado RCV, n(%) <0.001
Leve 38 (17) 86 ()
Moderado 56 (25) 61 (30)
Alto 124 (56) 57 (28)
CT, mg/dl, media (IR) 169.0 (138.0-197.0) 175.0 (150-195) 0.220
HDL, mg/dl, media (IR) 40.0 (34.0-47.65) 41.8 (34.0-48.0) 0.360
LDL, mg/dl, media (IR) 93.0 (72-0-117.0) 98.0 (75.2-118.5) 0.269
TG, mg/dl, media (IR) 144.5 (108.6-204.5) | 140.5(104.0-201.5) | 0.441




VI.- Resultados

1.- Diagrama Strobe Flow

218 Casos Sindrome Coronario
Agudo
c 204 Pacientes Sanos
-0
3
:"-I::
c
@
x
Elegibles Mo Incluidos
*  Pacientes que perdieron
seguimiento (n: 225)
Pacientes elegibles que
-.E completaron seguimiento
= i
E M: 157
=
— Excluidos
* Mo cumplieron criterios
Inclusian  {n: 60)
h J
Incluidos en anélisis final
© N: 137
{E
T
(=
=T
Casos (n: 61) | | Controles (n: 76) |




Analisis Estadistico

Analisis Descriptivo

Para el analisis descriptivo, las variables cualitativas de describen en frecuencia y porcentaje. Las
variables cualitativas se describen en promedio y desviacién estdndar. Para evaluar diferencias de
parametros entre el grupo caso y el grupo control, se aplicaron prueba de T-de-Student o U-Mann-

Whitney en caso de variables continuas y pruebas de Ji-cuadrada en caso de variables categdricas.

Andlisis Inferencial

Para estimar el riesgo dependiente de tiempo asociado al los genotipos de estudio para presentar
MACE, IAM, EVC y Mortalidad relacionada a ECV al seguimiento, se utilizaron modelos de regresion
no ajustada de Cox para estimar el “Hazard Ratio” usando el tiempo de seguimiento como nuestra

covariable de tiempo.

Para evaluar la probabilidad de supervivencia al evento, se utilizaron graficas de Kaplan-Meier

comparando el tiempo al evento entre grupos con la prueba de Breslow-Wilcoxon.



Tabla 1: Analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas, bioquimicas y evaluacién al seguimiento

de la muestra de estudio.



Grupode Reclutamiento

Pardmetros Overall, N =137 Control, N =76! Caso, N =61
Edad, afios] 56 50,62) 55 (49,60) 57 (53,66)
Género, (%) 73 (53%) 36 (4% 17(28%)
Indice de Masa Corporal, (kg/mts2) 26.0(24.2,289) 15.5(24.0,27.5) 264(48,310)
CategoriasdeIMC, (%)

Normal 53 (399 12(42%) 21 (38%)

Sobrepeso 56 (42%) 34 45%) 2 (36%)

Obesidad 28(20%) 10(13%) 18 (30%)
Dislipidemia, (%) 6 (48%) 35 (46%) 31 (51%)
Colesterol, (mg/d) 172151, 136) 170152, 1%5) 176150, 197)
HDL-C, (mgldl] a1 (35,49) 1(36,49) 20 (4,47
1DL-C, (mg/dl) 98 (79,115) 102 (84, 114) % 77,119)
Trigliceridos, (mg/d] 133 (108, 188) 132 (100, 182) 143 (115, 207)
Hipertension Arterial, (%) 57 (42%) 17(36%) 30 (49%)
Diabetes, (%) 17(20%) 8(11%) 19(31%)
Tabaguismo, (%)

No 0(51%) 47 (62%) 2 (38%)

si 15 (33 7(9%) 38 (62%)

Exfumador 12(16%) 12(15%) 0(0%)
At FamiliarECy, %) 3 (26%) 5(75%) 0 4s%)
eNs 298, (%)

66 % (64%) 50 (66%) 38 (62%)

) 1 (31%) 2(25%) 0 (3%)

m 7(51%) 4(53%) 3(48%)
eNOS-786T/C, %)

m 7 (64%) 51 (67%) 3 55%)

T 13 (31%) 21(28%) 2(36%)

« 7(51%) 4(53%) 3(48%)
eNOS-1474T/A, (%)

m 3 (61%) 50 (66%) 20 (56%)

T 47 (145 2 (30%) 24 (3%)

« 6 (44%) 3(39%) 3(48%)

E-1574 CJA, (%)
M 137 100%) 76 (100%) 61 (100%)

E1-189 /6, (%)

m 112 (82%) 64 (34%) 48 (19%)

16 25 (18%) 12(16%) 13 (21%)
£7-1 GlutosGly, (%)

66 123 (90%) 72(95%) 51 (82

GA 14(10%) 4(53%) 10(16%)
Tiempode Seguimiento, (Meses) 174 (154, 197) 164 (148, 176) 200180, 211)
MACE, (%)

No 3 (61%) 52 (683 22(52%)

MACE-NoFatal 50 (36%) 21(28%) 29 4%)

MACE-Fatal 3(22%) 3(39%) 0(0%)
M, (%) 27 (%) 5 (6.6%) 2(36%)
EVC, (%) B(5.8%) 5 (6.6%) 3(43%)

MuerteCVD, (%) 21 (15%) 16 (11%) 5(32%)




Pardmetros
Edad, (afios)
Género, (%)

Indice de Masa Corporal, (kg/mts2)

Categoriasde IMC, (%)
Normal
Sobrepeso
Obesidad
Dislipidemia, (%)
Colesterol, (mg/dl)
HDL-C, (mg/dl)
LDL-C, (mg/dl)
Trigliceridos, (mg/dl)

Hipertension Arterial, (%)

Diabetes, (%)
Tabaquismo, (%)
No
Si
Exfumador

Ant. Familiar ECV, (%)
eNOS 298, (%)

GG
GT
i
eNOS-786T/C, (%)
i
TC
cc
eNOS-1474T/A, (%)
i
TC
cc
ET-1-974 C/A, (%)
AA
ET-1-1394 T/G, (%)
i
TG
ET-1 Glu105Glu, (%)
GG

GA

Tiempo de Seguimiento, (Meses)

MACE, (%)
No
MACE-No Fatal
MACE-Fatal
1AM, (%)
EVC, (%)
Muerte CVD, (%)

Overall, N =137
56 (50, 62)
73 (53%)

26.0 (24.2, 28.9)

53 (39%)
56 (41%)
28 (20%)
66 (48%)
172 (151, 196)
41 (35, 48)
98 (79, 116)
139 (108, 188)
57 (42%)
27 (20%)

70 (51%)
45 (33%)
22 (16%)

36 (26%)

88 (64%)
42 (31%)

7 (5.1%)

87 (64%)
43 (31%)

7 (5.1%)

84 (61%)
47 (34%)

6 (4.4%)

137 (100%)

112 (82%)

25 (18%)

123 (90%)
14 (10%)

174 (154, 197)

84 (61%)
50 (36%)
3 (2.2%)
27 (20%)
8 (5.8%)
21 (15%)




Tabla 2: Regresion no ajustada de Cox para evaluar el riesgo asociado a MACE, IAM, EVC y muerte

relacionada a ECV en la muestra de estudio. Pie de Tabla: HR = Hazard Ratio, Cl = Confidence

Interval
MACE Infarto Agudo al Miocardio Evento Vascular Cerebral Muerte Relacionada :

Parametro HR! 95% CI* p-value  HR! 95% CI* p-value  HR! 95% CIt p-value  HR 95% CIt
eNOS-786T/C, (%)

T — — — — — — — —

TC 105 060,185 09 088 039,198 08 111 026,467 09 101 041,251

CC 000  0.00, Inf >09 000 0.0, Inf >09 000 000, Inf >09 000  0.00, Inf
eNOS-1474TIA, (%)

T — — — — — — — —

TC 104 059,162  >09 093 042205 09 095 023400 >09 09 038240

CC 034 005251 03 000 0.0, Inf >09 000 000, Inf >09 099 013,761
ET-1-1394 TG, (%)

T — — — — — — — —

1G 062 028,139 02 086 032,233 08 000 0.0, Inf >09 049 011,209
ET-1 Glu105Glu, (%)

GG — — — — — — — —

GA 185 096,359 0068 308 132717 0009 209 041,106 04 119 034,412
eNOS 298, (%)

GG — — — — — — — —

GT 127 072,224 04 076 032,182 05 077 015,385 08 209 089,492

T 000  0.00, Inf >09 000 0.0, Inf >09 000 000, Inf >09 000  0.00, Inf




Tabla 3: Regresion no ajustada de Cox para evaluar el riesgo asociado a MACE, IAM, EVC y muerte
relacionada a ECV estratificado por el grupo de estudio (caso y control) incluido en la muestra de

estudio. Pie de Tabla: HR = Hazard Ratio, Cl = Confidence Interval

MACE Infarto Agudo al Miocardio Evento Vascular Cerebral Muerte Relacionada a E

Grupo Control
Parimetro HR! 95% CIt p-value HR! 95% CIt p-value HR! 95% CIt p-value HR! 95% CIt |

eNQS-786TIC, (%)
T - - - - - - - —
TC 1.7 0.72,4.08 0.2 0.00 0.00, Inf >0.9 229 037,140 04 147 0.50,4.34
cC 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf
eNOS-1474T/A, (%)
T - - - -
TC 117 048,289 0.7 0.00 0.00, Inf >0.9 164  027,9.90 0.6 095 0.30,3.03
cC 152 020,116 0.7 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 232 029,184
ET-1-1394T/G, (%)
T - - -
TG 086 026,292 08 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 088  0.20,3.91
ET-1 Glu105Glu, (%)
GG - - -
GA 6.78  222,20.7 <0.001 238 3.31,169 0.002 879  0.90,855 0.061 403 089,182
eNOS 298, (%)
GG - - -
GT 170 0.74,3.90 0.2 0.00 0.00, Inf >0.9 082 0.09,7.36 0.9 206  0.77,5.55
1T 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf
Grupo de Caso
eNQS-786TIC, (%)
T - -
TC 096 045203 >0.9 1.08  046,2.54 09 0.7 0.06,7.84 0.8 110  0.18,6.57
cC 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf
eNOS-1474T/A, (%)
T - - - - - - -
TC 116 055,242 0.7 119 051,279 0.7 062 0.06,6.83 0.7 229 038137
cC 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf
ET-1-1394T/G, (%)
T - - - - - - - —
TG 057 020,1.68 0.3 1.02 037,285 >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf
ET-1 Glu105Glu, (%)
GG - - - - - - - —
GA 175 0.75,4.05 0.2 227 0.89,5.80 0.088 212 019,235 05 098  0.11,9.21
eNOS 298, (%)
GG - - - - - - - —
GT 1.1 0.51,2.41 08 094 038,23 >0.9 107 009,122 >0.9 334 055202
1T 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf >0.9 0.00 0.00, Inf




Figura 1: Graficas de Kaplan-Meier para evaluar la probabilidad de supervivencia acumulada

asociada al gen eNOS-786T/C para el desarrollo de MACE, infarto agudo al miocardio, evento

vascular cerebral y muerte asociada a ECV en la muestra de estudio.
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Figura 2: Graficas de Kaplan-Meier para evaluar la probabilidad de supervivencia acumulada

asociada al gen eNOS-1474T/A para el desarrollo de MACE, infarto agudo al miocardio, evento

vascular cerebral y muerte asociada a ECV en la muestra de estudio.
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Figura 3: Graficas de Kaplan-Meier para evaluar la probabilidad de supervivencia acumulada

asociada al gen ET-1 -1394 T/G para el desarrollo de MACE, infarto agudo al miocardio, evento

vascular cerebral y muerte asociada a ECV en la muestra de estudio.
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Figura 4: Graficas de Kaplan-Meier para evaluar la probabilidad de supervivencia acumulada

asociada al gen ET-1 GIlu105Glu para el desarrollo de MACE, infarto agudo al miocardio, evento

vascular cerebral y muerte asociada a ECV en la muestra de estudio.
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Figura 5: Graficas de Kaplan-Meier para evaluar la probabilidad de supervivencia acumulada

asociada al gen eNOS 298 para el desarrollo de MACE, infarto agudo al miocardio, evento vascular

cerebral y muerte asociada a ECV en la muestra de estudio.

A MACE B Infarto Agudo al Miocardio
eNOS 298 eNOS 298
Strata == GG -~ GT == TT Strata == GG ~~ GT == TT
1.0 1.0
© 09 09
€ 08 508
£ EN
=07 =07
§O.3 §o.e
w w
@ 0.5 @ 05
o =
Bo4 g 04
2 =
g 0.3 % 03
g 02 go2( p= 0.23
o041 @ 0.1
0.0 0.0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 0 24 48 72 95 120 144 168 192 216
Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento) Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)
MACE Infarto Agudo al Miocardio
eNOS 298 eNOS 298
©GG| 88 8 B84 84 8 8 76 51 24 7 =GG| 88 8 B84 84 83 8 76 51 24 7
Sar{42 40 38 37 36 35 32 24 12 1 SGr{4 40 38 37 36 35 32 24 12 1
{7 7 7 7 7 7 7 5 3 2 DT 7 7 7 7 7 7 7 5 3 2
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)

C  Evento Vascular Cerebral
eNOS 298

Strata == GG == GT == TT

Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)

D Muerte Asociada a ECY
eNOS 298

Strata == GG == GT == TT

1.0 1.0
[} Q
§o08 §08 :
2 2
s 07 207
@D [
S06 S06
5] @
@ 05 @ 05
=
Zo4 S04 L—
] S
5 0.3 z 04
60.2 p=0.65 50.2 p=01
a1 001

0.0 0.0

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento) Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)
Evento Vascular Cerebral Muerte Asociada a ECV
eNOS 298 eNOS 298
mGG| 88 85 84 84 83 a1 76 51 24 7 = GG| 88 85 84 84 83 a1 76 51 24 7
fGT|{42 40 38 37 36 35 32 24 12 1 SGT|{42 40 38 37 36 35 32 24 12 1
®IT{ 7 7 7 7 7 7 7 5 3 2 ®IT{ 7 7 7 7 7 7 7 5 3 2
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)

Tiempo (Meses Desde el Reclutamiento)



Figura 6: Graficas de arbol para evaluar el riesgo asociado al gen ET-1 Glu105Glu para el desarrollo

de MACE, infarto agudo al miocardio, evento vascular cerebral y muerte asociada a ECV en la

muestra de estudio. Modelo 1: Ajustado por edad y sexo; Modelo 2: Modelo 1 + Diabetes,

hipertension y tabaquismo.

Model O~ No-Adjustado <+ Modelo1 <> Modelo 2

A MACE
ET-1 Glu105Glu
ET-1 Glu105Glu 4 O
<>
2 4 6
Modelo de Riesgo Proporcionales de Cox
(Hazard Ratio, 95%Cl)
C EVC
ET-1 Glu105Glu
(:3_
ET-1 Glu105GlIu 4 -D—
—
0 25 50 75

Modelo de Riesgo Proporcionales de Cox

(Hazard Ratio, 95%Cl)

ET-1 Glu105Gluq |

IAM
ET-1 Glu105Glu

@)

0

<&

Modelo de Riesgo Proporcionales de Cox

ET-1 Glu105Glu 4

2 4 6

(Hazard Ratio, 95%Cl)

Muerte
ET-1 Glu105Glu

0

Lo

Modelo de Riesgo Proporcionales de Cox

1 2 3 4

(Hazard Ratio, 95%Cl)

5




VII.- Discusion

El presente estudio, se realizd con el objetivo de evaluar la tasa de eventos cardiovasculares
mayores recurrentes en pacientes con antecedentes de sindromes coronarios agudos y mutaciones
genéticas de riesgo, asi como en poblacidn sana, sin antecedente de sindromes coronarios previos,

pero con mutaciones genéticas consideradas de riesgo.

En el estudio inicial realizado previamente en el Instituto Nacional de Cardiologia, se encontrd la
asociacion entre la mutaciéon EDN-1 Glu105Glu (rs5369) y el desarrollo de sindromes coronarios
agudos de primera vez, con lo cual se generd la hipdtesis que, en pacientes con antecedente de
sindrome coronario agudo y dicha mutacién, existe mayor riesgo de eventos cardiovasculares
mayores recurrentes, asi como mayor riesgo de eventos cardiovasculares mayores en pacientes

sanos, con dicha mutacion.

En la dltima década, se han realizado multiples estudios acerca de la relacién entre polimorfismo de

un solo nucleétido y eventos cardiovasculares mayores, asi como en disfuncién endotelial.
Los resultados obtenidos en el estudio realizado nos permiten concluir lo siguiente

-En la poblacién estudiada, tanto pacientes con antecedente de sindrome coronario agudo, como
en pacientes sanos, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el riesgo para
infarto agudo al miocardio en pacientes con el polimorfismo ET-1 Glu105-Glu GA (HR 3.08, IC 95%
1.32, 7.17 p 0.009) por lo que podemos concluir que los pacientes que presentan dicho
polimorfismo, ya sea casos o controles, presentan mayor riesgo de desarrollar infarto agudo al
miocardio, comparado con poblacidon sin ésta mutacién. Se encontrd, ademas, una tendencia a la
significancia estadistica para mayor riesgo de MACE, EVC, Muerte Cardiovascular en los pacientes

con la mutacidén ET-1 Glu105-Glu GA (MACE 0.068, EVC 0.4, MCV 0.8).

-En los pacientes del grupo control se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el
riesgo para MACE e IAM (MACE 0.001, HR 6.78 IC 95% 2.22,20.7 IAM 0.002, HR 23.6, IC 95% 3.31-
169) en los casos con polimorfismo ET-1 Glu105-Glu GA, encontrando ademds una tendencia a la

significancia estadistica en el mismo grupo, para muerte cardiovascular y evento vascular cerebral.

En cuanto al grupo de casos, se encontré una tendencia a la significancia estadistica en el grupo de

pacientes con polimorfismo ET-1 Glu105-Glu GA para mayor riesgo de MACE, IAM, EVC, MCV.



-En cuanto al andlisis de probabilidad de supervivencia acumulada asociada a polimorfismo
estudiados, se encontré que los pacientes con polimorfismo ET-1 Glul05-Glu GA, tienen menor
supervivencia acumulada comparada con poblacién sin ésta mutacién, alcanzando la significancia

estadistica (p 0.0065).

- En el andlisis de graficas de arbol, podemos observar que la asociacién entre el polimorfismo y
riesgo de infarto agudo al miocardio, se mantiene a pesar de ajuste tanto en el modelo 1 como en
el modelo 2, por lo que podemos concluir que la asociacidn de riesgo entre ésta mutaciony el riesgo

de presentar infarto agudo al miocardio, se mantiene a pesar de éstas variables confusoras.



VIIl.- Conclusiones

Con los resultados obtenidos en este estudio, podemos concluir que existe un mayor riesgo en
pacientes con mutacion ET-1 Glul05Glu y el desarrollo de infarto agudo al miocardio, tanto en
pacientes previamente sanos, como en pacientes con antecedente de sindrome coronario agudo y
el riesgo de eventos recurrentes, los cuales alcanzaron la significancia estadistica. Podemos concluir,
ademads, que pacientes con esta mutacidn tienen menor supervivencia acumulada comparada con

poblacion sin esta mutacion.

Cabe destacar, que dicha asociacion persiste a pesar del modelo ajustado para variables confusoras
como diabetes, hipertension arterial y tabaquismo. En cuanto a la metodologia, podemos asumir
gue existe un sesgo importante en el tiempo se seguimiento, ya que el tiempo de seguimiento entre
casos y controles presentd diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, no se puede
parear la muestra por disminucién importante en el nimero de casos y controles al final del estudio,

por lo que aceptamos que esta es una limitante a reconocer.

Estos hallazgos son de utilidad para reconocer a un subgrupo de pacientes que presentan mayor
susceptibilidad a presentar eventos cardiovasculares de primera vez o recurrentes, lo cual pudiera
contribuir a una deteccién temprana y oportuna, asi como seguimiento estricto en ésta poblacion
de riesgo. Si bien, al dia de hoy no existe tratamiento especifico para pacientes con éstos
polimorfismos, es interesante reconocer su asociacién para el mejor entendimiento y probable

estudio de terapias especificas en esta poblacion especifica.
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