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ANTECEDENTES.

La hemostasia representa un delicado equilibrio entre los procesos protrombadtico y
antitrombdético, mediado por componentes celulares, proteinas solubles en plasma y factores
derivados del endotelio (Figura 1). Existen diversas anormalidades que comprometen la
produccion, actividad y/o metabolismo de ciertos factores especificos que alteran este
balance fisiolégico en favor de la coagulacion sanguinea, predisponiendo al paciente al
desarrollo de eventos vasculares prematuros de origen arterial o venoso.

La fisiopatologia de la trombosis arterial incluye interacciones complejas entre la superficie
endotelial, las plaquetas y diversos activadores de la coagulacién. En 1856 Rudolf Virchow
describio tres alteraciones fundamentales que facilitan el desarrollo de trombosis y que
continlan siendo vigentes, la estasis venosa, el dafio de la pared vascular y las
modificaciones en los componentes del tejido hematico, los que interactian entre si y
desencadenan la formacion del coagulo (Figura 2). De tal manera que la via intrinseca de la
coagulacion se inicia con la activacion del factor Xll al cambiar las caracteristicas
microrreologicas del ambiente que le rodea, como sucede con los cambios en la viscosidad,
en el flujo laminar o en la temperatura; mientras que la via extrinseca se activa al quedar
expuesto el factor tisular, el que en presencia de las proteinas V y X de la coagulacién sobre
una base fosfolipidica y Ca™, provoca la reaccién en cascada. Posteriormente, al ejercer
este complejo actividad de protrombinasa, transforma a la protrombina en trombina, cuya
funcién estriba en transformar al fibrinbgeno en fibrina, proteina soluble que se estabiliza
mediante la intervencidn del factor XIll, que la transforma en insoluble. El sistema fibrinolitico
por otro lado, mantiene en equilibrio la formacion del coagulo y es a su vez, regulado
mediante la intervencion del inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno (PAI-1) y de la a2
antiplasmina. A medida que se consolida este proceso de cristalizacion proteica, se libera el
activador tisular del plasminégeno (tPA) que lo convierte en plasmina, enzima que provoca la
lisis de la fibrina.

La enfermedad arterial coronaria es la causa mas importante de morbi-mortalidad en el
mundo. Diversos estudios han demostrado que en los Estados Unidos de Norteamérica, mas
de un millon de personas desarrollan infarto miocardico (IM) y de estas, mueren
aproximadamente 500,000%. En México, el Instituto Nacional de Estadistica Geografia e
Informética reporta a la enfermedad cardiovascular como la primera causa de muerte en el

afo 2005, en la que el IM con elevacion del segmento ST (IMCEST) juega un papel



preponderante. En la fisiopatologia de esta enfermedad interactian tanto factores genéticos
como ambientales, los que culminan con la produccién de aterosclerosis y trombosis; y dado
gue la placa ateromatosa, constituida principalmente por lipidos, altera las caracteristicas
reoldgicas de la circulacion local, puede inestabilizarse e incluso fragmentarse, precipitando
el infarto®®. Los principales componentes del trombo arterial incluyen la generacién de
trombina y de fibrina, asi como la acumulacion de agregados plaquetarios, o que permite la
construccion paulatina de la placa aterosclerosa. Aunque la aterosclerosis y el proceso
trombdético son de origen diferente, clinicamente son interdependientes y su asociacion con el
proceso inflamatorio, puede representar el inicio de la génesis del ateroma.

En la respuesta inflamatoria participan tanto las células endoteliales como las del musculo
liso; mientras que los linfocitos T y los macrofagos intervienen tanto en el desarrollo del
proceso aterogénico, como en la induccién de inestabilidad en la placa, al desencadenar
pequefias fracturas en la misma. Aunado a la anterior, factores epigenéticos como el
tabaquismo, los habitos dietéticos, el sobrepeso y el sedentarismo, asi como la hipertensién
arterial sistémica (HAS), la diabetes mellitus (DM) y las dislipidemias (DLP) juegan también
un papel determinante en este proceso. Sin embargo y no obstante la fuerte asociacion
bioestadistica que se ha descrito desde los afios 70s con el estudio Framingham, la
participacion de estos factores de riesgo solo se logra establecer en aproximadamente el
50% de los pacientes con trombosis arterial (Figura 3). Por esta circunstancia, se ha
investigado la participacion de otros eventos fisiopatoldgicos moleculares que por sus
caracteristicas, pueden precipitar la produccién de trombosis arterial e IM. De entre estos
factores destacan los polimorfismos de algunos factores de la coagulacion, como el
fibrinbgeno, la protrombina y el factor V de Leiden.

Los primeros reportes que aparecen en la literatura con relacion al componente genético,
fueron publicados por Jorde y cols., quienes demostraron que el antecedente familiar de IM
es un factor de riesgo independiente, cuya participacidon cobra mayor importancia cuando
afecta a individuos jovenes’®. De la misma manera, esta relacién se fortalece cuando se
analizan gemelos univitelinos, en los que el riesgo se incrementa hasta 4 veces en
comparacion con el de los familiares en primer grado de sujetos sanos*®°. En un estudio
realizado en 21,004 parejas de gemelos, el riesgo se incremento significativamente en 7,310
monocigotos en contraste con los dicigotos; y disminuyo paulatinamente en forma
directamente proporcional con la edad en la que los gemelos sufrian el primer evento de IM.
Berg y Sorensen por otro lado, obtuvieron resultados similares en otro estudio realizado en



gemelos, en los que la enfermedad predominé en el sexo masculino ***3. Como se puede
observar, la participacion genética es evidente; sin embargo, la investigacién se ha enfocado
fundamentalmente al estudio de los factores predisponentes de riesgo vascular respaldados
por el estudio Framingham, olvidando en cierta forma otros eventos fisiopatoldégicos que
desde un punto de vista molecular, estarian directamente relacionados con la produccion de
trombosis e infarto, como son los sistemas de la coagulacion vy el fibrinolitico.

Gracias al desarrollo de nuevas técnicas de investigacién molecular, en los Ultimos afios se
han descrito discretas alteraciones genéticas que repercuten en la expresion fenotipica de
los factores de la coagulacion y que favorecen el desarrollo de trombosis arterial. Se trata de
cambios muy especificos que por su magnitud, no habian sido descubiertos con los métodos
de investigacion utilizados en el pasado y para los cuales se ha acufiado el término
polimorfismo, que se refiere a las variaciones que puede presentar en su secuencia, una de
las cadenas del DNA (alelo) de un gen que codifica para una proteina especifica; fendbmeno
gue no afecta a mas alla del 1% de la poblacion. De tal manera que un polimorfismo puede
abarcar desde la sustitucion de un solo nucleétido (SNP -Single Nucleotide Polimorphism-)
hasta la insercion, delecién o repeticion de un segmento o secuencia (VNTR -Varaiable
Number Tandem Repeats-) o incluso, puede afectar a un exon o a un intron en la region del
promotor’”*®, En las mutaciones asi como en los polimorfismos coexisten dos variedades o
alelos del mismo gen, el natural (wild type) y el mutante. Pero suele reservarse el término de
mutacion, para los cambios que alteran gravemente la funciéon de la proteina o enzima
codificada, desencadenando irremediablemente las manifestaciones de enfermedad
(alteracibn monogénica). Son raras y siguen las leyes de la herencia mendeliana, dominante
o recesiva. Los polimorfismos en cambio, provocan variaciones en la secuencia del ADN en
un determinado locus y pueden o no tener repercusion funcional®%°.

Se han descrito numerosos alelos de riesgo y la lista de genes candidatos continta
ampliandose. En la mayoria de los casos, su asociacion con enfermedad arterial coronaria es
modesta o esta en entredicho, pero resulta evidente el que a mayor numero de
polimorfismos, mayor es el riesgo™. De entre estos destacan por su asociacién, los
polimorfismos de: el gen del inhibidor-1 del activador del plasminégeno (PAI-1)**, el gen del
receptor de la glicoproteina plaquetaria llla (PIA2)*° y el gen que codifica para la enzima 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa®®. Todos ellos, factores capaces de provocar alteraciones
tanto a nivel de la funcion de las proteinas relacionadas con los sistemas hemostaticos, como

con la actividad de las células endoteliales, confluyendo en la produccién de un estado



protrombadtico. De tal forma que la variabilidad genética individual, desempefia un papel
determinante en el riesgo de enfermedad arterial coronaria sobre todo, si se toma en
consideracion que los factores de riesgo clasico, no son capaces de justificar mas del 30-
50% de los casos™ (Figura 4). Se han descrito actualmente otros polimorfismos como los
gue afectan a los genes de la antitrombina Ill y los de las proteinas C y S. Este ultimo grupo
de hecho, contribuye con la produccion de practicamente el 50% de las trombofilias descritas
actualmente %*. En esta forma, los andlisis realizados en distintas poblaciones revelan que la
enfermedad vascular en toda su gama de manifestaciones (cardiovascular, cerebrovascular,
vascular periférica) es multifactorial y poligénica, por lo que su produccion depende de la
interaccion de influencias tanto ambientales como genéticas® 2°.

La protrombina es una proteina de cadena simple dependiente de Vitamina K, que se
convierte en trombina mediante la intervencién del complejo protrombinasa®. El gen de la
protrombina humana (Factor II) se encuentra en la region 11pl11.2-q12 de 21 kb con 14
exones y 13 intrones. En 1996 se describié el polimorfismo G20210A del gen de la
protrombina, que implica la sustitucion de una guanina por una adenina en la posicion 20210;
provocando el cambio del aminoacido Arginina en posicion 622, por una Glicina. Esta
pequefia modificacion, incrementa en 3 veces el riesgo de trombosis venosa y se estima que
del total de pacientes que padecen esta enfermedad, el 5.5% es portador del polimorfismo;
asociaciéon que incluye eventos trombaticos en lugares tales como el sistema venoso cerebral
y el porta-hepatico®®. El polimorfismo G20210A forma cadenas de ARNm que incrementan en
un 30% la produccién de una protrombina anormal, provocando el desarrollo de trombofilia 3%
323% Montes R. y cols., al estudiar 28 individuos pertenecientes a familias con historia de
trombosis de repeticion, encontraron que este polimorfismo se expresaba en el 18% de los
casos, en comparacién con un grupo de individuos sanos, en el que la prevalencia fue del
1%: mientras que la actividad de la protrombina fue del 115% en el 85% de los portadores?®.
Rosendaal y cols., en un estudio multicéntrico en 9 paises diferentes, encontraron que la
prevalencia de portadores en la poblacion general es del 1 al 4% con grandes diferencias en
cuanto a su distribucién geogréfica, siendo mas frecuente en los paises del sur que en los del
norte de Europa. En contraposicion, De Stefano y Caprini reportan resultados contradictorios
con relacién a la asociacién de esta mutacién con trombosis arterial (Figura 5)?" 2*°. Sin
embargo Doggen CJM y cols., demostraron que este polimorfismo se asociaba también a

enfermedad cardiovascular en un estudio que realizaron en 560 pacientes menores de 70



afios con diagnéstico de IM*2. De la misma manera Van de Water y cols., observaron esta
asociacion, pero con los polimorfismos G20210A y el del factor XIII-A L34*.

Con base en lo anterior, es posible afirmar que el polimorfismo G20210A representa un
verdadero factor de riesgo coronario aun sin la asociacion descrita en la literatura, con los
denominados factores clasicos de riesgo vascular®*™’. Sin embargo, es necesario todavia
fundamentar la incidencia y prevalencia de esta asociacion, asi como la relacion que guarda

respecto al territorio vascular afectado y distribucién geografica®® *°.



JUSTIFICACION

Al igual que en el mundo entero, en México la enfermedad arterial coronaria representa una
de las causas mas importantes de morbi-mortalidad, por lo que constituye un problema de
salud publica. En el ano 2005 esta entidad nosoldgica en su variedad de IM con elevacién del
segmento ST, conformd el 16.4% del total de las muertes registradas; de las que el 9%
afectd al grupo poblacional de < 45 afios. A pesar de lo anterior, en nuestro pais sélo se
consideran como factores de riesgo para el desarrollo de IM a algunos factores ambientales y
ciertas enfermedades como la hipertension arterial sistémica (HAS), la diabetes mellitus
(DM), el tabaquismo, el sedentarismo, la dislipidemia, la obesidad y la hiperfibrinogenemia.
Existen sin embargo, otro tipo de alteraciones genéticas denominadas polimorfismos, las que
al ser transmitidos genéticamente, contribuyen como factores de riesgo con el desarrollo del
IM. Dichos polimorfismos se expresan en la sintesis de algunas proteinas que forman parte
del sistema hemostatico, como es el caso del gen que codifica a la molécula de Protrombina,
la que al transformarse en trombina, activa a toda una serie de cascadas enzimaticas que
culminan con la produccion del coagulo. El polimorfismo G20210A de este gen, se ha
asociado a un incremento en la sintesis y actividad de la Protrombina, lo que condiciona un
factor de riesgo para trombosis venosa y arterial.

La informacion con la que se cuenta actualmente en nuestro pais, es la que se ha obtenido
de otras areas geograficas con rasgos poblacionales diferentes y por ende, con factores de
riesgo vascular distintos. Es precisamente por este motivo, que cobra una gran importancia el
estudio en nuestra poblacion, de los factores de riesgo vascular que a nivel molecular,
pueden contribuir con un incremento en la incidencia y prevalencia de enfermedad arterial
coronaria, la que de acuerdo con la piramide de salud en nuestra poblacion, representa uno

de los problemas mas graves de mortalidad en nuestro pais.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1. ¢Cual es la prevalencia del polimorfismo en el gene de la protrombina (G20210A), en

pacientes jovenes < 45 afios con Infarto Miocardico con elevacion del ST?

PREGUNTAS ESPECIFICA
1. ¢Cual es la prevalencia del polimorfismo en el gene de la protrombina (G20210A),
asociada o no a factores tradicionales de riesgo vascular (hipertensién, diabetes,
tabaquismo, obesidad, dislipidemia) en pacientes jovenes < 45 afios con Infarto

Miocardico con elevaciéon del ST?



HIPOTESIS:

Ho: El Infarto Miocardico en pacientes jévenes < 45 a. se asocia a factores de riesgo

vascular independientes del polimorfismo G20210A del factor Il de la protrombina.

Hi: El Infarto Miocardico en pacientes jovenes < 45 a. se asocia a la expresion del

polimorfismo G20210A del factor Il de la protrombina.



OBJETIVOS:

GENERAL.:
Determinar la prevalencia del polimorfismo del factor Il de la coagulacion, en pacientes

jévenes < 45 a. con IM con elevacion del ST.

ESPECIFICO:
Determinar si se asocia el polimorfismo del factor Il de la coagulacién y los factores

tradicionales de riesgo vascular en pacientes < 45 a. con IM con elevacion del ST.



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.

Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Unidad de Investigaciéon Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis (UIMTHA), del
Hospital General Regional No. 1 Gabriel Mancera. (HGR. No. 1 GM), del Instituto Mexicano
del Seguro Social.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Estudio de casos y controles.

UNIVERSO DE TRABAJO
En la UIMTHA se conté con un banco de ADN y plasmas correspondientes a 127 pacientes
con diagndstico de Infarto Miocardico en < de 45 afos y con 127 muestras de sujetos sin

Infarto Miocardico.

GRUPOS DE ESTUDIO:
A) CONTROL. Sujetos sin presencia de Infarto Miocardico (sanos).
B) DE ESTUDIO. Pacientes con diagndstico de Infarto Miocardico.

CRITERIOS DE INCLUSION:

1.- Sujetos del género masculino y femenino.

2.- Mayores de 18 y menores o igual a 45 afnos

3.- Pacientes con diagnostico clinico, por laboratorio y electrocardiografico de infarto

miocardico.

Nota: Ver Grafica 7

TAMANO DE LA MUESTRA




En la UIMTHA se contd con un banco de ADN y plasmas correspondientes a 127 pacientes
con diagndstico de Infarto Miocardico en < de 45 afios y con 127 muestras de sujetos sin

Infarto Miocardico.

VARIABLES

DEPENDIENTE
Presencia de polimorfismo
INDEPENDENTES

Presencia de Infarto Miocardico.

DEFINICIONES.

Polimorfismo.- El término polimorfismo se refiere a la presencia de una variacion en la
secuencia del DNA en multiples alelos en un determinado locus en una frecuencia de 1% en
una poblacion determinada.

Infarto Miocardico.- Es la maxima expresién de la insuficiencia coronaria y se traduce
patolégicamente por Ila existencia de necrosis de una zona del musculo cardiaco. El
diagnostico fue basado en la interpretacion electrocardiografica, resultados de estudios de
laboratorio, y datos clinicos del pacientes (sintomas y signos) de acuerdo a lo establecido por

la Sociedad Europea de Cardiologia y el Colegio Americano de Cardiologia *¢%’.



ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan con medidas de tendencia central y dispersion de acuerdo a la
distribuciéon de los datos. Se calcul6 el riesgo relativo, con Intervalos de Confianza (IC) de
95% para las variables dependientes.

Para variables de confusion se realizd analisis multivariado.

Las variables dicotomicas se analizaron con medidas porcentuales y de chi cuadrada.

Para el andlisis de variables escalares se uso la t de Student.

La significancia estadistica entre las medias de los niveles de las variables entre los
genotipos fue examinada mediante el andlisis de una via ANOVA.

Se consideré con significancia estadistica un valor de p < 0.05.

Todos los analisis se llevaron a cabo con el SPSS



RESULTADOS

Se estudié un grupo de 127 pacientes de la Unidad Coronaria del Hospital de Cardiologia del
CMN SXXI, con el diagnéstico de IM CEST y se comparo con un grupo similar sin IM
equiparado de acuerdo a edad y sexo como puede observarse en la tabla No. 1. La edad
promedio fue de 40 £ 4.6 afios en el grupo en estudio y de 40 £+ 4.1 en el grupo control (p <
0.53), con predominio en el sexo masculino en ambos grupos sin una diferencia significativa,
tal y como sucedié con indice de masa corporal que fue muy similar en ambos grupos
también.

Los factores tradicionales de riesgo vascular que se detectaron en el grupo en estudio en
comparacién con el control, revelaron los siguientes datos por orden de frecuencia:
tabaquismo en el 65.87% vs 13.3% (p < 0.001); diabetes mellitus en el 46.03% vs 7.8% (p <
0.001); hipercolesterolemia en el 47.65% vs 8.6% (p < 0.001); hipertension arterial sistémica
en el 43.65% vs 9.4% (p < 0.001); y finalmente historia familiar de enfermedad arterial
coronaria en el 42.06% vs 11.8% (p < 0.001).

Con relacion al polimorfismo G20210A del gen del factor Il, este fue detectado en 4 de los
127 pacientes estudiados (3.15%) y en uno de los casos del grupo control (0.78%); sin

embargo, el valor de esta diferencia estadistica carece de importancia en este estudio.



DISCUSION.

En la actualidad, la cardiopatia isquémica ocupa el primer lugar en las estadisticas de
mortalidad en nuestro pais, por lo que es sin lugar a dudas, uno de los problemas clinicos
qgue con mayor frecuencia enfrenta el especialista en este campo, a lo largo de su quehacer
cotidiano; probablemente como resultado del fracaso en los métodos de prevencion asi como
de la influencia que ejercen los distintos factores epigenéticos que surgen del progreso de la
humanidad y de un estilo de vida moderno y aparentemente practico, sin olvidar el
componente genético que caracteriza a nuestra poblacion. Por otro lado ademas, nuestro
pais vive una transicion epidemioldgica en la que individuos cada vez mas jovenes presentan
como manifestacion de esta enfermedad, el infarto miocardico. Es por ello que resulta
imperativo escrudifiar y analizar de una manera mas detallada y profunda, el papel que
juegan los denominados factores tradicionales de riesgo vascular y los que actualmente
desde un punto de vista molecular, se han relacionado directamente con el desarrollo de
enfermedad ateromatosa. Ante estas circunstancias, el estudio de los mecanismos de la
coagulacion, de la anticoagulacién, de la fibrinolisis, de las moléculas de adhesién, del
sistema inmunoldgico y de otros eventos moleculares, cobra cada vez mayor importancia
ante la influencia directa que ejercen sobre la fisiopatologia de la ateroesclerosis. Las
trombofilias por ejemplo, que involucran a los inhibidores de la coagulacion como la
antitrombina 1l y las proteina C y S, representan un factor de incremento de riesgo para el
desarrollo de eventos trombaticos.

Recientemente se han descrito 2 tipos de polimorfismos relacionados con la resistencia a la
accion de la proteina C activada, el G1691A del factor V de Leiden y el G20210A del gen
11p11.2-q12 que provoca el cambio de una arginina en la posicién 622 por una glicina. Sin
embargo, son numerosos los polimorfismos que se han descrito con relacién a los genes que
codifican para las proteinas de la coagulacion y que estan ligados con el desarrollo de
enfermedad arterial coronaria, como el gene del inhibidor-1 del activador del plasminégeno
(PAI-1), el gene del receptor de la glicoproteina plaquetaria llla (PIA2) y el gene que codifica
para la enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa. Todos ellos, factores capaces de
provocar alteraciones tanto a nivel de la funcion de las proteinas relacionadas con los
sistemas hemostaticos, como con la actividad de las células endoteliales, confluyendo en la
produccion de un estado protrombético. De tal forma que la variabilidad genética individual,

desempenfia un papel determinante en el riesgo de enfermedad arterial coronaria sobre todo,



si se toma en consideracién que los factores de riesgo clasico, no son capaces de justificar
mas del 30-50% de los casos.

En este estudio de naturaleza epidemiolégico-molecular, se abord6 el analisis de la
cardiopatia isquémica en pacientes < 45 afos con IM, con el objeto de demostrar por un
lado, la existencia del polimorfismo G20210A en el gen de la protrombina, por considerarlo
como un factor de riesgo vascular capaz de provocar enfermedad arterial coronaria y por el
otro, de establecer la posible relaciéon entre este polimorfismo y los factores tradicionales.
Con los resultados obtenidos, tomando en consideracion los reportes de la literatura
internacional, encontramos que la frecuencia de este riesgo especificamente en el grupo
poblacional que sometimos a estudio es relativamente baja, pero equiparable a lo ya
reportado. Si bien, esta investigacion no esta disefiada para demostrar la influencia que el
polimorfismo G20210A ejerce sobre la expresion fenotipica de una de las proteinas de la
coagulacion, si tomamos en consideracion la fisiologia endotelial, resulta evidente la
repercusion que este polimorfismo puede provocar en un individuo en el que se asocian otros
factores de riesgo como son el tabaquismo, la diabetes mellitus y la hipertension arterial
sistémica, tal y como ha sido reportado en la literatura internacional.

Es imperativo continuar buscando los factores de riesgo molecular que en forma directa,
pueden dafiar el endotelio, pero también es necesario determinar la influencia que
molecularmente ejercen los factores epigenéticos que han sido descritos como factores
tradicionales de riesgo vascular. Con los resultados obtenidos se fundamenta la necesidad
de aplicar medidas terapéuticas de prevencién en el grupo poblacional en el que se ha
detectado este polimorfismo, las que van desde el tratamiento de aquellas enfermedades
cuya influencia epidemioldgica ya ha sido demostrada, hasta el control de la coagulacion

sanguinea.



CONCLUSIONES.

1. La cardiopatia isquémica ocupa el primer lugar en las estadisticas de mortalidad en
nuestro pais, por lo que es sin lugar a dudas, uno de los problemas clinicos que con
mayor frecuencia enfrenta el especialista en este campo.

2. Los resultados de esta investigacion son equiparables a los reportados en la literatura
internacional con relacién a la prevalencia del polimorfismo G20210A; cuya influencia
se ha asociado directamente con el desarrollo de enfermedad arterial coronaria.

3. Es evidente la repercusion que este polimorfismo puede provocar en un individuo en el
gue se asocian otros factores de riesgo como el tabaquismo, la diabetes mellitus y la
hipertension arterial sistémica, tal y como ha sido reportado en la literatura
internacional.

4. Es necesario continuar buscando los factores de riesgo molecular que en forma
directa, pueden dafar el endotelio, pero también es necesario determinar la influencia
gue molecularmente ejercen los factores epigenéticos que han sido descritos como
factores tradicionales de riesgo vascular.

5. Con base en el punto anterior, se podra en un futuro proximo, ofrecer una alternativa

de tratamiento a nuestra poblacion en riesgo.



FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

En la Unidad de Investigacion del Hospital Gabriel Mancera contamos con 127 muestras de

pacientes menores de 45 afios con Infarto Miocardico y 127 muestras de sujetos sin IM,
ademas cuenta con banco de sangre en el cual se llevara a llevara acabo la coleccion de
muestras para el grupo control (sujetos sanos). También se cuenta con la infraestructura
para la realizacion de pruebas de biologia molecular.

Con relacién a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les dara hoja de consentimiento
informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, sobre
los Principios Eticos para la Investigacion Médica que involucra sujetos humanos, adoptada
por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japén
1975. Quien establece los siguientes lineamientos:

1. El objetivo principal de la investigacion médica en humanos consiste en mejorar los
procedimientos de diagndstico, terapéuticos y profilacticos, asi como también, la compresion
de la etiologia y patogénesis de la enfermedad. Aun los métodos profilacticos, de diagnostico
y terapéuticos mas probados deben ponerse a prueba de modo continuo a través de la
investigacion para su efectividad, eficacia, accesibilidad y calidad.

2. Constituye el deber del médico en una investigacion médica el proteger la vida, la
salud, la privacidad y la dignidad del ser humano.

3. En cualquier investigacion sobre seres humanos, cada paciente potencial debe estar
debidamente informado respecto a los objetivos, métodos, fuente de los fondos, cualquier
conflicto de interés, afiliaciones institucionales del investigador, beneficios anticipados y
peligros potenciales del estudio, asi como también, de la incomodidad que el mismo pueda
implicar. Se le debe de informar que tiene plena libertad de rehusarse a participar en el
estudio y que dicha libertad también alcanza la facultad de retirarse su consentimiento para
participar en el estudio en cualquier momento sin ningun tipo de represalia. Luego de
asegurarse que el paciente ha entendido la informacion, el médico debera obtener el
consentimiento informado otorgado voluntariamente por el paciente, de preferencia por
escrito. Si el consentimiento no se puede obtener por escrito, el consentimiento no escrito
debe documentarse de modo formal y se debe dar testimonio del mismo.

4, El médico debera de informar al paciente acerca de los aspectos de la atencion
profesional que se relaciona con la investigacion. La negativa del paciente a participar en un

estudio nunca ha de interferir con la relacion médico-paciente.



ANEXO 1

Extraccidon de la muestra sanguinea: Se extraera de la vena antecubital 10 ml de sangre total

(teniendo cuidado de que el torniquete no sea aplicado con mucha tension), la cual sera
colectada en un tubo conteniendo EDTA (Acido Etilenadiaminatetracetico), el cual sera
centrifugado a 2500 g por 10 minutos. Posteriormente la capa superior (plasma) sera retirada
cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente capa en donde se encuentra localizado
el contenidote células mononucleares (buffy coat), la cual sera transferida con una pipeta de
transferencia de plastico estéril a un tubo de plastico eppendorf estéril de 1.5 ml libre
enzimas (RNasas y DNasas). Finalmente el concentrado eritrocitario, el cual se encuentra en

la capa inferior se desechara en un contenedor destinado para material (residuos peligrosos).

Extraccion de ADN: Se utilizara el equipo comercialmente disponible de la marca Qiagen
(QlAamp DNAMIni Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la compafia. Una vez
extraido el ADN se procedera a su conservacion en un refrigerador a -70 ° C, hasta que sea
utilizado para la amplificacion de los segmentos correspondiente.

Determinaciéon del genotipo de la Protrombina: Posterior a la extraccion de ADN, se

procedera a llevar a cabo la amplificacion mediante el uso de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) bajo las siguientes condiciones para la busqueda del polimorfismo
G20210A en el gen de la protrombina: Para la reaccibn de PCR se utilizaran los
oligonucledtidos  especificos (sentido) 5 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3' vy el
oligonucledtido (contrasentido) 5° ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3'. La reaccion se
llevara a cabo mediante la reaccién de PCR conteniendo lo siguiente: en un volumen final de
50 ul conteniendo 2 ng/u | de ADN, 0.8 U de la enzima Pfu polimerasa, una concentracién
final de 1 X del buffer de la reaccién de PCR, 1.6 mmol/L de MgCI?, 100 mol /L de mezcla de
alelos especificos de dNTP, 800 nmol/L del cada uno de los oligonucledtidos especificos.

La reaccion de PCR se realizara bajo las siguientes condiciones térmicas; 35 ciclos
consistentes en 94°C (1 min.), 55°C (1 min.) y 72°C (3 min.) Una vez obtenido el producto
amplificado de la reaccion de PCR, y mediante el uso de la enzima de restriccion Hind Il por

técnica de RFLP, se procederé a la identificacion de las bandas.

Identificacion de la distribucion alélica y fragmentos polimérficos.

El analisis de los fragmentos polimorficos se realizara mediante el corrimiento electroforético

de un gel de agarosa al 2% y sera posteriormente teflido con bromuro de etidio a una



concentracion de 1 ug/mL y se visualizara usando un transiluminador de luz ultravioleta cuya
imagen sera grabada en un film y cada paciente sera clasificado segun la distribucién alélica.
En los sujetos sin la presencia del polimorfismo se apreciara una banda de 345 pb (pares de
bases). En los heterocigotos se apreciara bandas de 345y 322 pb, mientras que en los

homocigotos para el polimorfismo solo se apreciara una banda de 322 pb.



ANEXQO 2

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN TROMBOSIS, HEMOSTASIA Y
ATEROGENIS (UIMTHA)

HOSPITAL DE CARDIOLOGIA CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente yo doy mi
autorizacion al Dr. Edgar Cuevas Garcia y colaboradores para participar en el estudio de
investigacion titulado “PREVALENCIA DEL POLIMORFISMO (G20210A) DE LA
PROTROMBINA EN PACIENTES CON INFARTO MIOCARDICO”, mismo que consiste en
la toma de muestra sanguinea (10ml) para la determinacién de la presencia de dichos
polimorfismos mediante técnicas de biologia molecular, y forma parte del estudio integral de
mi padecimiento; mi participacion es voluntaria. En caso de negarme, dicha decision no
repercutird en lo absoluto en mi tratamiento.

Se me ha explicado ampliamente el procedimiento y debido a que no implica ningun riesgo y
conozco de manera precisa la gravedad de mi enfermedad, firmo de conformidad.

Firma del paciente

Domicilio

Fecha

Testigos




ANEXO 3

HOSPITAL DE CARDIOLOGIA CMN SIGLO XXI

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PROTOCOLO “FRECUENCIA DE LA MUTACION G20210A EN EL GENE DE LA
PROTROMBINA EN PACIENTES JOVENES < 45 ANOS CON INFARTO MIOCARDICO
CON ELEVACION DEL SEGMENTO ST".

Nombre:

No. Afiliacion:

Edad: Género: TEL:
Peso: Talla: Sedentarismo:
DM HAS: Tabaquismo:

CK CKMB DHL
Troponina HDL VLDL
Mlicroalbuminuria LDL

Glucosa: Colesterol:

Triglicéridos: Fibrinégeno:

Hemoglobina: Hematocrito:

Leucocitos Plaguetas

Presion diastolica Presioén sistdlica

Medicamentos antihipertensivos:

Medicamentos hipoglucemiantes:

Otro tipo de medicamentos




Colocacion de stent:

Realizacién de angioplastia:

Polimorfismo en el gen de la Protrombina:

OBSERVACIONES:

DM: Diabetes Mellitus HAS: Hipertension Arterial Sistémica
DHL: Deshidrogenasa Lactica PAI-1: Inhibidor del activador del plasminégeno
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

LDL: Lipoproteinas de baja densidad CK: Creatininfosfoquinasa



TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1. Datos clinicos y demograficos y la prevalencia de factores de riesgo para IM en ambos

grupos.

Caracteristicas Controles Pacientes con IM Valor de p

(n=127) (n=127)

Edad ° (afios, media DE #) 40.0+4.1 40.0+ 4.6 0.53~
Género (masculino) * 82.6 83.3 0.88 *
IMC  (kg/m?) 27.10 £ 3.9 28.14 + 3.4 < 0.50”
Tabaquismo (%) 13.3 65.87 <0.001*
Hipertension (%) 9.4 43.65 <0.001*
Diabetes Mellitus (%) 7.8 46.03 <0.001*
Hipercolesterolemia (%) 8.6 47.62 <0.001*
Historia Familiar de EAC (%) 11.8 42.06 <0.001*
Tipo de IM (%)
Pared Anterior -- 92%
Pared Inferior -- 8%
Historia de Angor Pectoris NP

IM Indica Infarto Miocardico

n Denota el nimero de pacientes

8 Estas variables fueron usadas como criterios para parear los grupos.
“ Prueba de lat de Student

EAC Denota Enfermedad Arterial Coronaria

AP Denota angina pectoris



Tabla 2. Distribucion Genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo en el gene G20210A de
la Protrombina entre los grupos control y pacientes con IM.

Controles n=127 (%)  Pacientes con IM n=127 (%) Valorde P

Genotipo 0.366
GIG 126  (99.2%) 123 (96.85%)
GIA 1 (0.78%) 4 (3.15%)
AIA 0 (0%) 0 (0%)
Frecuencia Alélica 0.177
G 253 (99.6%) 250 (98.42%)
A 1 (0.4%) 4 (1.57%)

Prueba de analisis de la Chi cuadrada
IM Denota Infarto Miocardico

n Denota el nimero de pacientes
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Figura 1. En 1856 Rudolf Virchow describio tres alteraciones fundamentales que facilitan el
desarrollo de trombosis y que continlan siendo vigentes.



Via Intrinseca Via Extrinseca
Fase de contacto Lesion tisular

Factor _ Factor (liberacicn de

ML Xlia factor tisular)
Factor _¥, Factor Factor_____ Factor >
X1 }(ja Wil Vila Inhibicion de la fibrinolisis
Factor Facto
X Ca2+ IXa
Factor VIII, | Plasmindgeno Plasminogeno
Fosfolipidos (superficie de fibrina) (fase liquida)
Facto
% . o = Factor Xa
Ca Factor Va
Caz+ |
Fosfolipidos

t-PAo u-PA |
Complejo de la g ;
Protrombinasa

Factor Ii _l_ Factor lla

Plasmina
(protrombina) ~ Ca?* (trombina) (superficie a;Rntiplasmin Plasmina
de fibrina) (fase liquida)

Factor Factor
X Xllla
Fibrindgeno Fibrina (soluble) ——— Fibrina (insoluble) ——— Productos de degradacicn
de la fibrina
Fibrinopeptido Ao B
Coagulacion Fibrinolisis

Figura 2. Son dos los grandes sistemas hemostaticos los que mantienen en equilibrio la economia, el

de la coagulacién gue evita la pérdida del contenido de tejido hematico ante una lesién vascular y el

fibrinolitico, cuya activacion contrarresta el consumo indiscriminado y masivo de las proteinas que

forman parte del sistema de la coagulacion. La activacion del proceso puede seguir dos vias, una

intrinseca que depende del factor Hageman y otra extrinseca ligada a la liberacién de un componente

tisular. Una vez que este sistema se ha activado, el equilibrio se logra hasta el momento en que la

fibrindlisis se inicia con la transformacion del plasminégeno en plasmina.
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Figura 3. Relacion entre factores de riesgo cardiovascular clasicos y la cardiopatia isquémica.
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Figura 4. Variabilidad genética y riesgo de cardiopatia isquémica.



Figura 5. Distribucién por raza del Polimorfismo G20210A.
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