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Resumen

Antecedentes:

La enfermedad arterial coronaria un problema de salud mundial y la primera
causa de morbimortalidad. En nuestro Pais constituyo el 19.6% de los fallecimientos en
el 2007. La manifestacion clinica con mas impacto social y biologico de esta
enfermedad es sin duda el infarto agudo del miocardio. Mas del 90% de los pacientes
con cardiopatia isquémica tienen lesiones aterosclerosas en las arterias coronarias
epicardicas, factores como estados de hipercuagulabilidad, espasmo coronario,
embolismo coronario y la inflamacién, por si misma o en combinacién podrian jugar un
rol en la patogénesis del infarto miocérdico sobre todo en pacientes jovenes. Poco se
ha estudiado a cerca de los factores de riesgo que se relacionan a la disfuncion
endotelial manifestada por la presencia de flujo lento coronario, y lo escrito esta en
relacion a los factores de riesgo clasicos, sin embargo en el mundo existen poco
estudios de asociacion con factores genéticos y en la poblacibn mexicana no existe

alguno.

Objetivos: determinar la asociacion del polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10
MTHFR (metileno tetrahidrofolato reductasa) y del polimorfismo 4G/5G en el gen del
inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) en pacientes con cardiopatia

isquémica sin lesiones coronarias.

Material y Métodos: Es un estudio de casos y controles observacional, longitudinal-
retrospectivo analitico, ambilectivo. Se estudiaron a 101 sujetos con edad =18 afos,
cualquier género, cardiopatia isquémica demostrada por cuadro clinico y meétodos
inductores de isquemia con angiografia que demostré coronarias sin lesiones y con
flujo coronario lento (flujo TIMI <III) en el Hospital de Cardiologia de CMN SXXI de
enero 2009 a Diciembre 2010; se incluyeron 120 controles sanos sin manifestaciones

clinicas de cardiopatia isquémica. Se realizd genotipificacion del polimorfismo C677T
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del gen de la enzima 5,10 MTHFR (metileno tetrahidrofolato reductasa) y del
polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1)
mediante técnica de reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismos en la longitud

del fragmento de restriccion.

Resultados: La media de edad en isquémicos fué 59.2 afos (+ 45.5 — 72.7 afios) vs.
grupo control 50.01 (£ 39.11 — 60.9 afos), p= <0.01. Los factores de riesgos entre el
grupo de isquémicos y controles fueron: tabaquismo (51.5% vs 20.8% OR 4.03 IC 95%
2.23-7.2, p= <0.001, hipertensos (89.2 % vs. 7.5%, OR 33.8 IC 95% 15-75, p<0.001,
diabéticos (30.7% vs. 4.2 %, OR 10.18 IC 95% 3.7-27.4, p<0.001) y dislipidémicos
(39.6 % vs. 25.8%, OR 1.88 IC 95% 1.06-3, p=0.02. Genotipos PAI-1 isquémicos vs
controles: 4G/4G= 9.9% vs. 22.5%, p=0.03; 4G/5G= 44.6% vs. 41.7%, p=NS, 5G/5G=
45.5% vs. 35.8%, p=0.03. Genotipos C677T: CC= 20.8% vs 23.3%, p=0.90, CT 45.5%
vs. 44.22%, p= 0.90, TT 33.4% vs. 32.5%, p=0.90, sin encontrarse diferencia

estadisticamente significativa en este ultimo.

Conclusiones: podemos sugerir, que la variante 4G/4G del polimorfismo del PAI-1 re-
presenta un factor de proteccion este grupo de pacientes ya que se encuentra con
menor frecuencia que los sujetos sanos. Mientras que la variante heterocigota 4G/5G y
el polimorfismo (C677T) del gen de la 5,10 MTHFR, no se asocian a riesgo de cardio-

patia isquémica no aterosclerosa.
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Antecedentes

La cardiopatia isquémica constituye la principal causa de morbimortalidad en la

mayor parte del mundo (.

La mayoria de los enfermos con cardiopatia isquémica tienen una etiologia
ateroesclerosa, sin embargo, existen otras causas importantes de cardiopatia
isquémica diferentes al proceso de la ateroesclerosis; como la disfuncion endotelial,

ectasia coronaria, traumatismos, estados protrombdéticos y enfermedades autoinmunes

(2.3)-

Los adultos jovenes son una pequefia proporcion de pacientes que sufren un
infarto agudo del miocardio (4. Se estima que los pacientes jovenes representan entre
el 5 al 10% de todos los infartos miocardicos 5. Los sobrevivientes del infarto agudo
del miocardio se caracterizan por tener alta proporcion de tabaquismo e historia de
enfermedad arterial coronaria y baja proporcion de diabetes mellitus e hipertension 7).
Otra caracteristica distintiva de los pacientes jovenes con infarto del miocardio es la
alta proporcién de arterias coronarias angiograficamente sin obstruccién ateroesclerosa
). Los mecanismos patogénicos exactos del infarto agudo del miocardio en pacientes
jovenes con arterias coronarias normales son poco conocidos. Es probable que sea
resultado de multiples mecanismos patogénicos ) .Se ha propuesto que la formacion
de trombos debido a ruptura de la placa vulnerable no obstructiva o debido a la erosién
de la capa endotelial es el principal mecanismo. Ademas los estados de
hipercuagulabilidad, espasmo coronario, embolismo coronario y la inflamacion, por si
misma en combinacion podrian jugar un rol en la patogénesis del infarto miocéardico en

pacientes jovenes (g 10).

Las células endoteliales (CE) son células altamente especializadas capaces de
adaptar su estado funcional a estimulos diversos, por lo que el endotelio ejerce
diversas funciones ateroprotectoras: regula la coagulacion, la trombosis y el sistema

fibrinolitico, modula la actividad de las células musculares de la capa media (tono
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vascular/proliferacidon) y controla el transito de macromoléculas y células inflamatorias a

la pared.

Endotelio: TEM

Figura 1. Imagen del endotelio vascular mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) y de transmision (TEM). El
endotelio se apoya en la membrana basal y en la lamina
elastica interna (IEL) y se alinea con la direccion del flujo
sanguineo. Las células endoteliales forman una monocapa de
células conectada por uniones intercelulares especificas.
Tomada de Badimon; Rev Esp Cardiol Supl. 2006;6:21A-30.

Cuando estas funciones son perturbadas (disfuncién endotelial) se favorece el
desarrollo de lesiones ateroscleroticas. Entre los estimulos fisiopatolégicos que pueden
causar disfuncion endotelial destacan los valores de lipidos plasmaticos, en particular
las lipoproteinas de baja (LDL) y muy baja densidad (VLDL). Las LDL se han
involucrado en el aumento de permeabilidad y de adhesion celular, asi como en la
alteracion de la produccion de moléculas vasoactivas (6xido nitrico [NO], prostaciclina
[PGI2]), mientras que las VLDL parecen afectar sobre todo a la secrecion de
componentes del sistema fibrinolitico (activador del plasmindgeno tisular [t-PA] y su
inhibidor [PAI-1]).
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Figura 2. Disfuncion endotelial avanzada. En la disfuncion endotelial se produce vasoconstriccion, las células
endoteliales incrementan la expresion de VCAM e ICAM-1 que facilita la adhesion de monocitos y plaquetas a los
vasos. Los mediadores inflamatorios causan apoptosis de las células endoteliales y las células musculares lisas, y
producen proteinasas como las MMP-2 reguladas por las lipoproteinas oxidadas y las citocinas. Las MMP-2
contribuyen a activar la agregacion plaquetaria, junto con los granulos liberados por las propias plaquetas (TXA2,
ADP y FG2). Las células apoptoticas liberan FT activado que desencadena la cascada de la coagulaciéon. ElI FT
interactla con el FVII, activa el FX, que activa la conversion de protrombina a trombina. Finalmente, se genera
fibrina que, junto con las plaquetas activadas, crean la estabilidad suficiente para la formacién del trombo mural. El
FT activado por los factores de riesgo sistémicos contribuye a la actividad procoagulante de las lesiones
ateroscleroticas y a la formacion del trombo. Sambola; Rev Esp Cardiol 2003; 56: 1001 — 1009.

La microvasculatura coronaria juega un papel pivote en determinar el aporte de
oxigeno y de nutrientes al miocardio esto al regular la conductancia del flujo coronario
y el transporte de las sustancias. Se ha analizado de manera directa la
microvasculatura coronaria con esto se ha proporcionado una gran cantidad de
conocimientos sobre la fisiologia y las caracteristicas farmacolégicas de la circulacién
coronaria. Por lo tanto, muchos mediadores neurohormonales, afectan de manera

directa el control microvascular coronario dependiente de endotelio (22).

Recientemente, el fendmeno de flujo lento ha cobrado méas importancia y varios
autores sugieren que se entienda como una entidad aparte. En un articulo publicado
por Jun Li y colaboradores (11), se le catalogd como “Sindrome de flujos coronarios

lentos” para diferenciarlo como una enfermedad separada (1y).
El concepto de flujo lento coronario fué descrito en 1972, por Tambe en 6

pacientes con dolor precordial, esta entidad indica un fenémeno de flujo lento coronario

en ausencia de alguna etiologia. Este fenbmeno es frecuentemente detectado durante
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la angiografia coronaria de rutina, mientras es, aparentemente bastante diferente de la
formas de flujo lento coronario con otras causas evidentes. El flujo lento coronario debe
ser distinguido de la ocurrencia de flujo lento coronario en el contexto de terapia de
reperfusiébn como angioplastia o trombolisis que esta asociado con una fisiopatologia e
implicaciones clinicas diferentes. En general, el flujo lento coronario se observa en 1%

de los pacientes con angiografia (12).

El flujo lento pancoronario es un hallazgo angiogréafico, caracterizado por el
retraso en la opacificacion de la vasculatura distal y el aclaramiento lento del material
de contraste a pesar de la presencia de arterias epicardicas coronarias normales.
Aunque los estudios de biopsia miocardica han revelado la presencia de enfermedad
microvascular en algunos pacientes que exhiben flujo lento coronario (1314). La
patologia subyacente aun no esta bien definida. El sistema de los vasos coronarios
normales consiste de vasos epicardicos largos que normalmente ofrecen una minima
resistencia intrinseca al flujo coronario y vasos intramiocardicos pequefios
(microcirculacion), porque de estos pequefios diametros y buen desarrollo de la media,

depende la mayor fuente de resistencia vascular coronario (is).

Previamente, Beltrame et al (16), reportaron la presencia de un incremento en la
resistencia de los vasos coronarios en pacientes con flujo lento coronario. Ademas, se
ha reportado una mejoria en pacientes con flujo lento coronario usando Mibefradil

(bloqueador de canales de calcio T) (17).

Se han realizado diferentes estudios con el fin de determinar la fisiopatologia de
esta enfermedad, la cual es ain desconocida, el estudio de Mosseri (14)y €l de Mangieri
@3) con especimenes de biopsias del ventriculo derecho e izquierdo, en el que mostro
fibrosis, hipertrofia y anormalidades en los vasos sanguineos pequefios consistentes en
engrosamiento endotelial debido a edema celular, picnosis nuclear, dafio capilar y

didmetro luminal reducido.

Otros autores han notado espasmo microvascular dinamico, que se cree, es

producido por la liberacion intermitente de ciertos autacoides vasoactivos como el
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neuropéptido Y, la endotelina 1 y el tromboxano A2 que median la vasoconstriccion
coronariage) . Recientemente se ha incriminado al 6xido nitrico como el responsable de
la disfuncion microvascular. Sezgin y colaboradores (21, mostraron disfuncion endotelial
a través del método de medicion de la vasodilatacion mediada por flujo de la arteria

braquial, respuesta mediada por el 6xido nitrico.

Recientemente, se ha demostrado que en el flujo lento coronario tienen un
incremento de los niveles plasméticos solubles de las moléculas de adhesion,
comparado con sujetos control con flujo coronario normal y sugieren que la activacion
endotelial microvascular coronario o la inflamacion podrian jugar un rol en el desarrollo
del flujo lento coronario (23, ademas, Erbay et al (o4 y Barutcu et al (25 han reportado
que los pacientes con flujo lento coronario tienen niveles plasméaticos altos de

homocisteina comparado con los sujetos control.

Yamashita et al 25y demostraron una relacion inversa entre el incremento de la
homocisteina y la reserva de la velocidad del flujo coronario. Estos hallazgos han sido
atribuidos al efecto deletéreo de la homocisteina en la microcirculacion coronaria a
traves del estrés oxidativo (27), se ha sugerido que la homocisteina es probablemente el
principal agente microvasculopatico y el principal en el deterioro estructural y funcional
de la microcirculacion coronaria. Todo esto ha sugerido una combinacién entre
obstruccion estructural y funcional en la microcirculacién en pacientes con flujo lento
coronario. En su reciente publicacion, Binak et al. (2 evaluaron la relacion entre la
tolerancia a la glucosa vy el flujo lento coronario. En su estudio prospectivo, ellos
examinaron 28 pacientes con flujo lento coronario con un grupo de 30 sujetos sanos
con flujo coronario normal. EI numero de pacientes que reunieron el criterio de
intolerancia a la glucosa se demostré6 de manera significativa en el grupo de pacientes
con flujo lento coronario [(57%) vs (23%) respectivamente, p=0.002], ellos han
sugerido que la intolerancia a la glucosa puede ser un factor etiolégico independiente

para el fenémeno del flujo lento coronario.
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Figura 3. Funciones del endotelio en condiciones normales.

La diabetes mellitus es un factor de riesgo mayor para la enfermedad arterial coronaria
@2). La diabetes tiene un efecto deletéreo en la funcion vascular, asi incrementa el
potencial para la vasoconstriccion y la trombosis. Hay evidencia consistente que la
disfuncién vascular causada por la diabetes precede clinicamente a la enfermedad

arterial coronaria (ss, 4.

La disfuncion endotelial y la inflamacién subclinica son elementos claves en el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares ateroscleréticas y son fuertemente
relacionados con la resistencia a la insulina (5. Ademas que predicen el desarrollo de
la diabetes tipo 2 (35. Algunos de los marcadores que indirectamente nos indican
disfuncion endotelial, son la PCRhs (proteina C reactiva de alta sensibilidad)
relacionada con un estado proinflamatorio. Interesantemente, se ha considerado como
predictor en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2
@738 La interleucina 6 una citocina derivada del tejido adiposo se encuentra

incrementada (sg).
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La elevacion de las moléculas de adhesion circulante representa un estadio
inicial en la aterosclerosis. Estas moléculas son producidas por lesion de las células
endoteliales, activacion y la adhesion de los leucocitos circulantes al endotelio (40). Los
niveles elevados de ICAMs (moléculas de adhesion intercelular), predicen el desarrollo
de la diabetes tipo 2 (3 .El tejido adiposo de los individuos obesos, usualmente
expresa un incremento de las proteinas proinflamatorias como el FNF (factor de
necrosis tumoral) (as42. Un incremento en el nimero de macrofagos en el tejido
adiposo esta positivamente asociado con el tamafio de la célula grasa (s3). Estos
macrofagos estan relacionados con citocinas proinflamatorias como interleucina 6 e
interleucina 1 041y Otras proteinas proinflamatorias secretados por el tejido adiposo
incluyen la sintetasa del ON (6xido nitrico), factor de crecimiento transformante -1, PCR
(proteina c reactiva), sICAM (moléculas de adhesion intercelular) y proteina 1
guimioatrayente de los monocitos, o bien algunas proteinas como PAI-1 (inhibidor del
activador del plasminégeno tisular), factor tisular ( factor VII) e44). En las células
endoteliales disfuncionales secretan una gran cantidad de tPA (activador del
plasmindgeno tisular), porque una gran cantidad circulan como complejos tPA/PAI-1

(activador del plasmindgeno tisular/ inhibidor del plasminogeno tisular tipo 1).

El estudio de Beltrame, demostré que con frecuencia estos pacientes consultan
por dolor precordial en reposo del tipo del sindrome coronario agudo (angina inestable
o infarto agudo del miocardio) @s). Lam y colaboradores s, demostraron que estos
pacientes presentan evidencia objetiva de isquemia miocardica por gammagrafia con

talio (46)-

Uno de los estudios que mas casos incluyo, se realizé por Carlos E. Uribe et al,
siendo éste un estudio retrospectivo de 140 pacientes, encontrando una mayor
frecuencia en hombres (75%), hipertensos (50.7%) y dislipidémicos (59%). EIl
tabaquismo en el 36% de los pacientes. La presentacion clinica inicial mas frecuente,
fue el sindrome coronario agudo con 60%, seguido por dolor toracico inespecifico en
35%. Un porcentaje importante (52%) de pacientes, presentaron hospitalizaciones
previas por la misma causa (dolor toracico). La mayoria de los pacientes (74%) no

presentaban enfermedad coronaria significativa (definida como >50%), lo que
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concuerda con otras series antes publicadas y podria sugerir que esta entidad se trata
de un sindrome aparte de la enfermedad coronaria, con un comportamiento diferente
47)-

El tratamiento de los pacientes con flujos lentos coronarios no esta aun bien
determinado, siendo inefectivo en la mayoria de los casos, la terapia antianginosa
tipica es de poca ayuda, y los nitratos son inefectivos (17). El dipiridamol es uno de los
tratamientos mas efectivos en el sindrome de flujos lentos. Como es de esperarse, la
nitroglicerina no produjo ningan efecto. Demirkol y colaboradores g, tambiéen
observaron mejoria en la perfusion miocéardica con la infusion de dipiridamol, usando

perfusion miocardica con SPECT.

Kurtoglu y colaboradores (sp), evaluaron la terapia oral con dipiridamol a largo
plazo y observaron que el flujo retorné a lo normal en la mayoria de los vasos
evaluados. Esto se acompafié de mejoria en el dolor toracico en dos terceras partes de

los pacientes evaluados.

El flujo lento coronario se ha visto en pacientes con ectasia coronaria (sy), lo cual
esta de acuerdo con la ecuacion de Hagen-Poiseuille, en la que se postula que la resis-
tencia del flujo dentro de un tubo es inversamente proporcional al diametro de éste.

La importancia de la hemostasia en la patogénesis del infarto agudo del
miocardio ha sido firmemente establecido por hallazgos patol6gicos y angiograficos de
trombosis coronaria y por el conocimiento de los niveles plasmaticos de las proteinas
envueltas en los mecanismos hemostéaticos (como fibrindgeno, factor VII, antigeno
activador del plasmindgeno tisular) estan asociados con susceptibilidad o proteccién
contra el infarto, especialmente en pacientes jovenes (s, s3. Ademas, los antecedentes
familiares de infarto miocardico estan bien establecidos como factor de riesgo
cardiovascular en jovenes s, s5. Esto puede significar que hay un componente

genético importante en estos pacientes.
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Existen pocos estudios sobre el papel de la homocisteina en el desarrollo del

infarto miocardico prematuro (se sg).

La homocisteina es un aminoacido azufrado originado metabdlicamente de la
metionina, aminoacido esencial que, aparte de ser precursor y componente de péptidos
y proteinas, desempefia una importante funcion metabdlica al participar en un sistema
de transferencia de grupos metilos. En la figura 4, se representa la secuencia de reac-
ciones de este sistema. La metionina, luego de ser activada, cede su grupo metilo en
una reaccion catalizada por una metil-transferasa, y da lugar a la S-
adenosilhomocisteina, la cual por hidrélisis de la adenosina se obtiene homocisteina
libre.

La homocisteina es metabolizada fundamentalmente a través de 2 posibles vias:

la remetilacion y la transulfuracion (117, 118,119).

DIETA PROTEINAS ENDOGENAS
SINTESIS DNA Y PROLIFERACION
CELULAR il
\ 4
sen S-metioruna
TETRAHIDROFOLAT! METIONINA
8-
GLIC ICLO DE LOS T NN- ADENOSILMETIONINA (SAM)
Gcl L CICLO DE - R
5, 10 METILENO 5 Astilosbalemins “;“W«M VIA DE LA
TETRAHIDROFOLATO Metiobohidrodeints- wanstorsal ANSMETILACIONG, " R-CIb
homocisteine EMETILACION
S-melivanciersse S- ADENOSILHOMOCISTEINA
FOLATOS p—
5, 10 Met
tetrahidrof S-METILTETRAHIDROFOLAT:
reductasa eina
W n
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CISTATIONINA RUTA DE LA
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Cistein
Aa

Fig. 4 Metabolismo de la homocisteina
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La via de remetilacion permite la recuperaciéon de metionina (fig.4). Se trata de
una reaccion catalizada por la homocisteina metil-transferasa (también denominada
metionina sintasa) y representa un punto metabdlico con peculiaridades que le confie-

ren singular importancia:

1. Posee caracteristicas de ciclo metabdlico con la participacion de varios cofactores y

enzimas.

2. Se produce una interesante interrelacion entre cofactores derivados de vitaminas del
complejo B, la vitamina B12, que en forma de metilcobalamina es el donante directo del
grupo metilo a la homocisteina; la folacina, que en forma de N5-metiltetrahidrofolato
sirve de fuente del grupo metilo para la formacién de la metilcobalamina; y la vitamina
B6, en la forma de fosfato de piridoxal (PLP), como cofactor en el proceso de regenera-

cion del N5-metiltetrahidrofolato.

La via de transulfuracion representa la alternativa en el caso de que la metionina
esté en relativo exceso en el organismo y no se requiera su recuperacion, y permite la
sintesis del aminoéacido cisteina. En la figura 4, se representa la secuencia de
reacciones de esta via. Su reaccion clave es la catalizada por la cistationina-sintasa,
gue tiene como grupo prostético al fosfato de piridoxal (PLP), derivado de la vitamina
B6.

El grupo tiol le confiere a este metabolito la posibilidad de mdultiples interacciones
y por tanto diversos destinos (fig. 4). Por oxidacion 2 moléculas de homocisteina se
condensan mediante la formacion de un puente disulfuro, y se obtiene asi la

homocistina.

La formacion de puentes disulfuro puede ocurrir con otros metabolitos que
posean grupo tiol, esto pasa fundamentalmente con la cisteina, y se obtienen disulfuros
mixtos de homocisteina con cisteina libre o con restos de cisteina de péptidos y

proteinas. A esta ultima variante se le conoce como homocisteina ligada a proteina
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a17,118) la forma predominante de la homocisteina circulante (120) .Otra posibilidad es que

por pérdida de una molécula de agua se obtenga la tiolactona de homocisteina (i1s).

Aparte de estos destinos metabdlicos descritos, resulta de interés una via es-
pecifica en células endoteliales que implica al 6xido nitrico (120). Este  interesante men-
sajero quimico en presencia de oxigeno reacciona con el grupo sulfhidrilo de la homo-
cisteina y forma la S-nitroso homocisteina, y asi se bloquean las posibles reacciones

de ese grupo (Fig. 5)

Células endoteliales

Homocisteina S - Nitrosohomacisteina
COOH COOH
HA - CH M HN - CH
CH, CH, — Vasodilatacion
|H2 H,
IH % 0-N=0

Fig. 4 Reaccion Inhibicidn

del oxido nitrico
en presencia de

Generacidn de H,0, Trombocitos

oxigeno

Dafio oxidativo de la homocisteina

Durante la autoxidacion de homocisteina se generan potentes especies reacti-
vas del oxigeno, como son el anién superoxido, el peréxido de hidrogeno y el anién
hidroxilo (117,118,122,123,121) , [0S que a su vez pueden provocar disfuncion endotelial, con el
consiguiente dafio de la pared vascular y sus graves consecuencias (regulacién vaso-
motora alterada, cambio del fenotipo antitrombatico, activacion y agregacion plaqueta-

ria, activacion de la elastasa, aumento de la deposicion de Ca2+ en la intima arterial) y
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peroxidacién de los lipidos de las lipoproteinas plasmaticas, fundamentalmente de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), con la formacién de hidroxicolesteroles altamente
aterogénicos, la degradacion de 4cidos grasos poliinsaturados, la formacion de lisoleci-
tina y la modificacion aldehidica de los restos de lisina de la Apo B100, con los consi-

guientes efectos citotoxicos y aterogeénicos (i24,12s).

Los niveles elevados de homocisteina demuestran un incremento en el riesgo de:

e Ateroesclerosis que trae consigo Infarto agudo del miocardio o evento vascular

cerebral.

e Trombosis venosa.

En 1962, se informd que personas con una rara condicion genética Illamada
cistinuria eran propensas a desarrollar graves enfermedades cardiovasculares en la
adolescencia y a los 20 afios. En esta condicién, una enzima defectuosa causaba una
acumulaciéon de homocisteina en sangre, resultando en niveles altos. Estudios en nifios
con homocistinuria llevé al descubrimiento de que los niveles altos de homocisteina
eran factor de riesgo para desarrollar ateroesclerosis y trombosis tanto arterial como

venosa.

La evidencia sugiere que el acoplamiento de la eNOS juega un papel clave en
mantener el equilibrio redox (reduccion-oxidacion) vascular 3. La evidencia sugiere
que la presencia del alelo T estd asociado con niveles plasmaticos menores de
5MTHHF y mayores de homocisteina total 4, comparado con otros genotipos. La

expresion de MTHFR puede variar en diferentes tipos celulares (gs) .

El hallazgo de que la homocisteina vascular afecta la generacion de superoxido en
arterias humanas por la modulacién de la actividad NADPH-oxidasa es consistente con
observaciones previas en cultivos celulares, se ha demostrado que la incubacién de
monocitos con homocisteina incrementa la actividad de la oxidasa de NADPH porque
afecta la fosforilacion enzimatica de las subunidades de p47 phox y p67 phox,
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aumentan su traslocacion a las membranas celulares (g6 97. Sin embargo el efecto de la
homocisteina vascular en la actividad de la oxidasa de NADPH no lleva

necesariamente a disminucion del 6xido nitrico y disfuncion endotelial.

Recientemente, Marcucci et al. (100) reportaron que la homocisteina tenia una
correlacion positiva con el factor tisular y el inhibidor del factor tisular, y fué asociado
con un incremento en la activacion de la cascada de la coagulacion en enfermedades

cardiacas isquémicas.

Los mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad cardiaca isquémica inducidos
por la homocisteina se consideran que incluye: disfuncion endotelial, activacién
plaquetaria, desérdenes de la hemostasia, sin embargo pocos estudios han evaluado
la asociacion entre homocisteina y el sistema hemostatico (00, 101, 1020 Muchos
investigadores han reportado que el infarto miocardico en pacientes jovenes se
presentan con menos lesiones ateromatosas por arteriografia que en pacientes de
edad avanzada. Los factores no ateroescleréticos como la hipercuagulabilidad, podrian
contribuir a la patogénesis en jovenes con infarto miocardico (gg 99y por lo tanto, en un
principio los pacientes con infartos miocéardicos, son los sujetos de estudio mas

adecuados para evaluar la asociacion entre homocisteina y el sistema homeostatico.
(Fig. 5)

Homocisteina
¢
S

v <&

. f'
oxidacion J

’ J

Figura 5: La homocisteina induce disfunciéon endotelial al bloquear la sintesis de 6xido nitrico. Ademas, al
oxidarse libera radicales libres que lesionan las membranas de las células endoteliales.
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El incremento de la homocisteina plasmatica se ha reportado que es un factor de
riesgo cardiovascular en pacientes jovenes (s, 105). Recientemente Nikfardjam et al. (sg)
demostraron que el infarto miocardico se asocia con hiperhomocisteinemia en 97
pacientes con cardiopatia isquémica prematura, incluyendo 57 con infarto miocardico
previo. Foody et al. 105y encontraron que la combinacion de hiperhomocisteinemia e
hiperlipoproteinemia asociado con enfermedad cardiaca isquémica prematura en

mujeres.

La funcibn anormal en la hemostasia es importante en la patogénesis de la

enfermedad cardiaca isquémica en hiperhomocisteinemia (100, 101,106)-

La homocisteina promueve la actividad procuagulante por induccién de la expresion

del factor tisular en las células endoteliales y los macréfagos in vitro (107, 10s).

Por lo tanto la homocisteina induce elevacion del factor tisular el cual podria
contribuir a la activacion extrinseca de la cascada de la coagulacién y pueden
contribuir a la patogénesis del infarto miocardico. Aunque el mecanismo inducido por la
homocisteina en la elevacion del factor tisular permanece incierto, la expresion del

factor tisular podria causar un dafio directo de endotelio mediado por homocisteina (1og).
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Funcion de la enzima metileno tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Al principio de 1970, Kutzbach y Stokstad purificaron la MTHFR en el mamifero

(129) -

La enzima MTHFR juega un papel fundamental en el ciclo de los folatos, es la
principal actora en la regulacion de la concentracion de metionina y homocisteina de-

pendiente de folatos (130).

La enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (FADH (2)) es una flavoprotei-
na, miembro de la familia MTHFR (EC 1.5.1.20). Y consiste en dos subunidades idénti-
cas de aproximadamente 70 kDa (131). La enzima contiene una region catalitica N-
terminal con los siguientes factores determinantes:

1. De la union del binucleétido flavin-adenina (referida como “5,10- metilentetrahidrofo-
lato reductasa (FADHZ2)" 1.7.99.5 (132

2. Para la unién del fosfato dinucleétido nicotinamida-adenina (referido como “metilen-
tetrahidrofolato reductasa ((NAD(P)H] 1.5.1.20 (133)

3. Para la union de 5,10-metilentetrahidrofolato. El elemento C-terminal se une de su

inhibidor S-adenosilmetionina (134).

Aplicaciones clinicas de los polimorfismos

La palabra polimorfismo proviene del griego y significa que posee varias formas
diferentes, el polimorfismo genético es la variacion estructural o funcional encontrada
entre miembros de una misma especie (24, €l cual se presenta en lo general, en regio-
nes genéticas que codifican para regiones estructurales basicas de las proteinas, dicha
variacion ocurre en mas del 5% de la poblacién general; estos polimorfismos ocasio-

nan alteraciones en las funciones de las proteinas traduccionales.

Hoy los antecedentes genéticos de una persona son considerados importantes
en todos los aspectos de la medicina clinica, que van de la susceptibilidad a las

enfermedades, la patogénesis y los resultados clinicos a la diversidad en la respuesta
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al tratamiento (farmacogenomica). La nueva vista panoramica del genoma humano ha
estimulado una busqueda masiva de informacion gendmica relevante, incluyendo
polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) que consisten en sustituciones de nucleétidos

por otro en una secuencia del DNA.

La mayoria de los polimorfismos no tienen efecto sobre el fenotipo (caen en re-

giones no codificantes y son completamente neutrales).

La presencia del polimorfismo en el gen de MTHFR, una sustitucion C3T en los
pares de bases 677 que producen un cambio de alanina a valina, como se muestra en

la figura 6, fué identificado por Frosst et al g5 en 1995.

Mutacién (677 C>T), MTHFR

e

Ala

TCT GCG GGA| GCC GAT TTTC ATC

|

TCT GCG GGA] GTC GA] TTTC ATC

Val

Fig. 6 Mutacion (677 C>T), MTHFR

Las variaciones en la funcion de la MTHFR dada por la presencia del polimor-
fismo en el gen que codifica para esta enzima se localizan en el brazo corto del cromo-
soma 1 en la posicion 36.3 desde el par de base 11,769,246 hasta el par de base
11,788,568 sobre el cromosoma 1 (127)y se relaciona con multiples patologias que afec-
tan al ser humano desde la embriogénesis y a lo largo de toda la vida (Fig. 7)
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Fig. 7 El gen de la MTHFR se localiza en el brazo corto del cromosoma 1 en la posicion 36.3, desde el par de
base 11, 769,246 hasta el par de base 11, 788,568 sobre el cromosoma 1.

El polimorfismo C677T del gen de la MTHFR tiene una prevalencia relativamente
alta en todo el mundo, y muestra una distribucion heterogénea en diferentes grupo
étnicos, la cual oscila entre 2 a 54.5% (12s).

Existe fuerte evidencia que las mediciones de hipermocisteinemia en el rango
encontrado en el genotipo TT, es un factor de riesgo de enfermedad ateroesclerética y

trombotica cardiovascular (g, 60, 61 ,63)-

El estudio Hordaland s el mas grande de los estudios de base poblacional
(7591 hombres y 8585 mujeres, entre 40 a 67 afios) de la relacion entre homocisteina
plasmatica y factores de riesgo establecidos para enfermedad cardiovascular, ha
proporcionado importantes datos relacionados con esta cuestién. Este estudio
demostr6 que la homocisteina plasmética elevada fué fuertemente y positivamente
asociada con un componente mayor del perfil de riesgo cardiovascular, el sexo

masculino, la edad, tabaquismo, presion arterial, colesterol total elevado y la falta de
ejercicio.

La funcion renal es un determinante mayor de la concentracion plasmatica de
homocisteina, porque hay una fuerte correlacién positiva entre los niveles plasmaticos
de homocisteina y creatinina sérica tantos sujetos sanos y pacientes con enfermedad
cardiovascular (59, 62, 67, 68)-
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Existen datos contradictorios sobre la asociacion entre el polimorfismo de la
MTHFR (metilenotetrahidrofolato reductasa) C677T y el riesgo de enfermedad corona-
ria (s9, 70 ,71) -UN metanalisis (72) de casos y controles observacionales informaron un in-
cremento en el riesgo de enfermedad coronaria de las personas con el genotipo
MTHFR 677TT, mientras que otro meta-analisis mas tarde (z3y no apoyo esta asociacion

en Europa, América del Norte y Australia.

Otros estudios que investigan el rol del polimorfismo de la MTHFR 677C-T en
enfermedad arterial coronaria encontraron datos contradictorios (7s). Tres de ellos
encontraron una asociacion del homocigoto TT con enfermedad arterial coronaria
prematura (7475, mientras que otros tres fueron negativos (76, estas discrepancias

podrian deberse a aspectos metodoldgicos.

Existen antecedentes en nuestra poblacién mexicana relacionados al estudio de
polimorfismos, publicado por la Dra. Isordia y cols, (126, cuyo objetivo del estudio fué
examinar la posible asociacion del polimorfismo del C677T con la presencia de infarto
miocardico con elevacidon del segmento ST, en sujetos jévenes mexicanos. Este fué un
estudio de casos y controles, en donde se incluyeron 167 de pacientes no relacionados
menores de 45 afios con diagndstico de infarto miocérdico con elevacion del segmento
ST que fueron ingresados a la unidad de cuidados intensivos cardiovasculares y 167
de pacientes controles no relacionados por edad y género, fueron reclutados de enero
de 2006 a junio de 2009, el polimofismo C677T fué determinado en todos los pacientes,
la conclusién fué que el genotipo TT del gen C677T de la 5,10 MTHFR no es un factor
de riesgo independiente para infarto agudo del miocardio con elevacién del segmento

ST en la poblacion mexicana.

En el estudio, “Methylenetetrahydrofolate Reductase Genotypes and Early-Onset
Coronary Artery Disease” se evaluo la relacion entre el polimorfismo MTHFR y
enfermedad arterial coronaria en pacientes con edad de 45 afos en el momento de
inicio de enfermedad arterial coronaria, 1) los resultados fueron similares a los
obtenidos por Gallagher et al g5 y Kluitmans et al en las poblaciones irlandesas y

holandesas, respectivamente, demostrando que la mutacion TT es un significativo
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factor de riesgo para el inicio muy temprano para enfermedad arterial coronaria en la

poblacién israeli.

Polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1).

El endotelio ejerce un papel central en la regulacion de la hemostasia ya que
aporta importantes elementos de los sistemas de coagulacion, trombosis y fibrinolisis
del organismo. Ademas de NO (6xido nitrico y PGI2 (prostaglandina 12), las células
endoteliales producen trombomodulina, moléculas con actividad heparina-like vy
ADPasa, que hidrolizan el ADP (agregante plaquetario). Como agentes protrombaoticos
secreta PAF (factor activador de plaquetas), moléculas de adhesién para las plaquetas
(como factor Von Willebrand, fibronectina y trombospondina) y factores de coagulacion
(como el factor V) y en respuesta a distintos factores fisiopatoldgicos expresa factor

tisular.

El endotelio también regula la fibrindlisis, ya que produce activador del
plasmindgeno tisular (t-PA), Urocinasa e Inhibidor-1 de la t-Pa (PAI-1); como lo muestra
la figura numero 8. La biosintesis de estas moléculas se ven alteradas por los lipidos
plasmaticos, particularmente por las VLDL, que ejercen su accion a través de un
elemento de respuesta a VLDL presente en el promotor del gen que codifica para el
PAI-1. Este efecto de las VLDL se incrementa si éstas proceden de individuos con
hipertriglicerinemia. La susceptibilidad individual a la alteracion de ésta funcion
endotelial por la hipertriglicerinemia parece ligada a la presencia de ciertas variantes
polimorficas en el gen del PAI-1, como el polimorfismo Hindlll que se ha asociado con
diferencias en la actividad y la capacidad de las VLDL de modular la produccion de
PAI-1.
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Fig. 8 Regulacién de la fibrindlisis mediada por el endotelio vascular

PAI-1 es una glicoproteina de 50 kDa que estd conformada por 359
aminoacidos, pertenece a la superfamilia de las serpinas (inhibidoras de serina
proteasas) que la conforman aproximadamente 40 miembros cuyas funciones
principales son de inhibicién. El inhibidor 1 del activador de plasminogeno (PAI-1) es el
principal inhibidor de los activadores de plasminégeno. Se sintetiza y es secretado por
las células endoteliales, hepatocitos y plaquetas (135. Es un reactante de fase aguda y
su concentracién plasmatica se incrementa por estimulos inflamatorios mediados por la
IL-1y el FNT-alfa (136).

El gen que codifica a esta proteina se denomina serpine 1 y se localiza en el
brazo largo del cromosoma 7 (7921.3-g22) (fig. 9). Este gen esta constituido por 15
exones y puede presentar cinco isoformas. EI SNP mas estudiado consiste en la

presencia de 4 Guaninas 6 5 Guaninas (4G/5G) en la posicion — 675 del gen (137,
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Fig. 9 Gen que codifica el IPAI 1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7.

PAI-1 presenta tres conformaciones diferentes, las cuales ademas son
interconvertibles entre si: a) una conformacién activa con propiedad inhibitoria (forma
un complejo covalente estable con la proteina uPA), b) una conformacion de sustrato, y
c) una conformacién latente no reactiva. Inicialmente PAI-1 es sintetizada en su
conformacioén activa pero cambia espontdneamente a su conformacion latente con una

vida media de 1 a 2 horas (138-139).

Las interacciones de las células con su entorno son fundamentales para el buen
funcionamiento e integridad de los tejidos, ya que éstos no solo estan conformados por
células sino que ademas contienen una red de componentes proteicos denominada
matriz extracelular (MEC). La MEC es una estructura dinAmica que esta en constante
remodelacion (sintesis de nuevos componentes y degradacion). Esta remodelacion
depende de varios mecanismos, como el sistema de activacion
plasmindégeno/plasmina, el cual participa en la degradacion de algunos componentes
de la MEC, como la fibrina y algunas colagenas. Un componente importante de este

sistema es la proteina PAI-1, encargada de regular dicho sistema, inhibiendo a la
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plasmina y consecuentemente, evitando la degradacion de la MEC. Algunas
alteraciones en la regulacion de este sistema se asocian a diversos procesos
patolégicos como fibrosis, trombosis y aterosclerosis, entre otras. PAI-1 es una proteina
muy versatil, ya que ademas de inhibir la degradacion de la MEC, interviene en otros

procesos como angiogénesis y migracion celular.

La proteina PAI-1 es importante ya que inhibe la degradacion de la MEC
mediada por plasmina, ademas de estar involucrada en un gran numero de patologias
como son diabetes tipo 2, trombo-embolia, hiperinsulinemia, hipertension,

hipertriglicerinemia, obesidad, fibrosis epitelial y cancer (140-141).

Activacién de la plasmina a partir del plasminégeno para la remocion de

codgulos sanguineos.

Al existir lesiones en el endotelio del sistema vascular se activa el sistema de
coagulacion, el coagulo formado principalmente por fibrina debe ser posteriormente
degradado por la plasmina. La plasmina deriva de otra proteina denominada
plasmindégeno que de forma natural esta en el plasma sanguineo. El plasminégeno es
activado por los PAs (activadores del plasmindgeno), entre ellos la serina proteasa uPA
(activador del plasminégeno tipo Urocinasa) y tPA (activador del plasmindgeno tipo
tisular), los cuales efectian una protedlisis parcial de la proteina para convertirla en
plasmina activa (142). La degradacion de fibrina durante los procesos de remocion de
coagulos sanguineos es llevada a cabo principalmente por tPA, mientras que uPA
degrada la MEC en tejidos solidos (142-143). Por lo tanto, la activacion del plasmindgeno
se lleva a cabo bajo dos esquemas, uno en donde principalmente actla tPA y en el otro
uPA.

De manera natural, tPA en el plasma sanguineo tiene una actividad enzimatica
deébil, pero esta actividad aumenta cuando existe la presencia de fibrina, es decir de un
coagulo (144). Esta actividad aumenta porque tPA tiene un domino de union especifico a

fibrina (UPA no lo tiene), el cual se puede unir a residuos de lisina de la regién carboxilo
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terminal, haciendo que la concentracion de tPA aumente en el sitio donde se encuentra

el coagulo.

Ha sido descrito la importancia pronostica del SNP 4G/5G en diferentes
procesos patolégicos: en pacientes sépticos, Westendorp et al 145y observaron que los
sujetos con genotipo 4G/4G no son mas susceptibles a la infeccién, sin embargo, los
infectados tuvieron un riesgo 6 veces superior de desarrollar sepsis (OR 5.9, IC 95%
1.9-18). En pacientes politraumatizados, Menges et al (146) describieron que el 84% de
los pacientes homocigotos 4G/4G desarrollaron sepsis y mas de la mitad no
sobrevivieron. Ademas, las alteraciones de la coagulacion pueden considerarse un
factor de riesgo en los procesos isquémicos (147). En pacientes cardiopatas el alelo 4G
se asocié con niveles plasmaticos basales de PAI-1 mas elevados. Ademas, la
presencia de este alelo fue mas frecuente en pacientes que padecieron infarto de

miocardio (14g).

Niveles elevados del inhibidor del activador del plasminogeno tisular-1 (PAI-1),
han sido demostrados en varios subgrupos con incremento en el riesgo de infarto
miocardico (149.153) Y €n sujetos admitidos con infarto agudo del miocardio (i54,155).
Niveles elevados de PAI-1 en admitidos con IAM son determinantes importantes en la

reperfusion que sigue a la terapia trombolitica (156.158) € infarto recurrente (isg).

El PAI-1 es una proteina de fase aguda y niveles incrementados de PAI-1 son
encontrados durante la fase aguda del IAM (56, después de la cirugia (s0) Y €n
endotoxemia y/o septicemia (161,162). La IL-1, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y
factor de crecimiento transformante-b (TGF-b) estimula la produccion del PAI-1
mediante las células endoteliales (9289). LOS niveles de PAI-I ha sido asociado con

incremento en las concentraciones de proteina c reactiva (CRP) (g7).
Los niveles de PAI-1 se han encontrado relacionados con el genotipo de tres

polimorfismos en el gen del PAI-1 @gs 135 77). El interés se ha centrado en el

polimorfismo 4G-5G debido a la posicion en el promotor importante del gen del PAI-1.
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En el estudio de Arshia P. et al, demostraron niveles elevados de PAI-1 en
sujetos con el genotipo 4G/5G, y niveles bajos en sujetos con genotipo 5G/5G (go. gs).
Sin embargo no se ha encontrado relacion entre los niveles de PAI-1 o genotipo en la
presencia de ateromas, caracterizados por la angiografia coronaria. Un estudio
describié una asociacion entre la prevalencia del alelo 4G y la ocurrencia de infarto
miocardico en hombres jovenes (o), otros estudios no han encontrado una asociacion
del polimorfismo insercion-delecion en la infarto agudo del miocardio (76, un reciente
metandlisis sugiere una débil asociacion del genotipo 4G-4G e infarto miocérdico,

particularmente en sujetos con riesgo alto ().

El estudio de Arshia et al, fué disefiado para explorar el potencial efecto del
genotipo del PAI-1 en respuesta al estimulo de la fase aguda que se presenta en el
IAM. No se observaron diferencias en los niveles de actividad del PAI-1 o antigenos
entre los tres genotipos PAI-1 durante el curso del IAM o durante su seguimiento,
aunque patrones similares fueron vistos a los ya reportados previamente (4G4G alto,
5G5G niveles bajos de PAI-1), los nimeros de este estudio proveen un 80% de poder
para detectar, en niveles del 5% , una diferencia de 26% en los niveles de antigenos

del PAI-1 entre sujetos con genotipos 4G/4G y otros genotipos en la admision. .

Polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1)

La variabilidad genética se refleja por cambios en las secuencias de DNA entre
los individuos. Uno de los cambios genéticos mas ampliamente estudiados es la
variacion de una sola base (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism) en forma
de insercidn/deleccién. Estas variaciones pueden ocurrir en los intrones (regiones no
codificantes de un gen), exones (regiones codificantes de un gen) o en las regiones
promotoras (regiones reguladoras de la expresion de un gen). Dependiendo de la
localizacion, las implicaciones funcionales son diferentes. De este modo, cambios en
las regiones intrOnicas pueden tener menos importancia clinica que aquellas

localizadas en los exones o regiones promotoras.

CABRERA RC, ALMEIDA GE, ISORDIA SI. FACTORES GENETICOS DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA NO ATEROSCLEROSA.

Pagina

30



Algunos estudios con diferentes grupos étnicos, como afro-caribefios (1),
asiaticos (g1, indios Pimas o) 0 japoneses (sq) han reportado frecuencias diferentes del
alelo 4G al de los blancos no hispanos, asi como diferencias en relacién al genotipo
4G/5G a los niveles circulantes de PAI-1 (gg).

El genotipo 4G/5G ha sido relacionado con el riesgo de infarto miocéardico
revisado en Boekholdt et al (3;), muerte cardiaca subita (116), trasplantes en pacientes
con enfermedad coronaria (115) y reestenosis intrastent después del implante de sten
a14). Los hispanos tienen indices de enfermedad cardiaca coronaria similar o inferior a
los blancos no hispanicos (113112, 104, aunque un reporte reciente no apoya este hecho
@o3), los negros han aumentado la tasa de enfermedades cardiovasculares en relacion

a los no hispanos blancos (go gs).

Estudios clinicos indican que casi el 10% de los eventos coronarios agudos
ocurren en pacientes menores de 45 afos de edad, en quienes se ha estimado que el
componente genético contribuye en un porcentaje que oscila entre un 20 y un 60% gs).
En estos individuos jovenes, menores de 45 afios con infarto agudo de miocardio (IAM)
78) pareciera que existe una disminucion de la actividad fibrinolitica del plasma, que
podria ser un posible factor causal de los eventos coronarios agudos en esta poblacién.
Concentraciones plasmaticas elevadas del inhibidor del activador del plasmindgeno
(PAI-1) se asocian a eventos tromboticos g). Se ha descrito una asociacion entre el
polimorfismo 4G/5G en el gen de PAI-1y el infarto agudo de miocardio con elevacién
del ST (IAMCEST) en pacientes jovenes. Este polimorfismo consiste en la
insercion/delecién de una base guanina en la region promotora en la posicion —675,
gue resulta en la presencia de los alelos 4G o 5G, y ejerce una accién reguladora sobre
la concentracion plasmatica de PAI-1 g . Existen diferencias en la frecuencia de
presentacion del polimorfismo 4G/5G en la poblacion mundial, lo cual se traduce en
una variacion en la concentracion plasmatica de PAI en las distintas poblaciones. El
incremento de la concentracion de PAI-1 en plasma se asocia a un aumento de
mortalidad e IAM en sujetos menores de 45 afios. Se ha publicado también que los
individuos homocigotos para el alelo 4G (4G/4G) tienen concentraciones de PAI-1 mas

elevadas que los sujetos homocigotos para el alelo 5G (5G/5G) (137).
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Isordia y cols. (1), presentan los resultados de un estudio acerca de la relacion
entre el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en pacientes jovenes (edad < 45 afios)
con IAMCEST Yy su posible influencia en la regulaciéon de la concentracién plasmatica
de PAI-1. Para ello, se reclutaron a 127 pacientes consecutivos de edad < 45 afos con
IAMCEST ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Cardiovasculares del Hospi-
tal de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI (México), durante el periodo de
enero de 2006 a marzo de 2007, y a 127 donantes de sangre, sin factores de riesgo
cardiovascular (FRCV), que representan el grupo control del estudio. La determinacion
de la concentracion plasmatica de PAI-1 se hizo en muestras sanguineas 6 semanas
después del IAMCEST utilizando una técnica inmunoenzimatica (ELISA) (Coaliza PAI-
1, Chromogenix, Milan, Italia). La determinacion genotipica se llevo a cabo en ADN ob-
tenido de concentrado leucocitario utilizando técnicas de PCR.

Los hallazgos mas importantes de este estudio son los siguientes:

— El genotipo més frecuente en el grupo de pacientes con IAMCEST fue el 4G/5G,

tanto que el genotipo 4G/4G fue hallado en sélo el 7% de los casos.

— En el andlisis multivariable de regresion logistica para riesgo de 1AM, la presencia del
alelo 4G se asoci6 a un riesgo aumentado de infarto de miocardio (odds ratio [OR] =
2,29), pero éste fué menor que el asociado a factores de riesgo cardiovascular
convencionales, como el tabaquismo, la hipertension arterial y los antecedentes

familiares de enfermedad coronaria.

En este estudio, las concentraciones mas altas de PAI-1 ocurrieron en los
sujetos con polimorfismo 4G/4G, las intermedias en los 4G/5G y las menores en los
grupos 5G/5G.

Los sujetos homocigotos para 4G tienen concentraciones en sangre de PAI-1
mayores que los homocigotos para 5G. Los autores indican que el alelo 4G es un
FRCV de desarrollo de IAMCEST en sujetos mayores de 45 afios, y representa un
riesgo moderado de IAM en personas con antecedentes de tabaquismo.
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La conclusion final —en que se propone que el alelo 4G es un factor independiente de
riesgo de IAMCEST en sujetos jovenes, por lo que su identificacion, al igual que la de

otros factores, podria ser Util en estrategias de prevencion primaria—.

En un pequeio estudio de casos y controles de infarto miocardico en jovenes
hombres suecos (g, €l alelo 4G se encontré asociado a un incremento del riesgo de
IM.

El estudio “The Physician’s Health Study “indicé que este polimorfismo no fué
un factor de riesgo patogénico mayor para trombosis arterial y venosa entre los
hombres de mediana edad de EU (7. Una actividad plasmatica elevada de PAI-I, ha
sido reportada asociada con un alto riesgo para reinfarto en pacientes jovenes
sobrevivientes de IM (19). El estudio multidisciplinario prospectivo PLAT (20, que se
realizd para investigar las asociaciones entre las variables hemostéaticas y eventos
isquémicos en 953 pacientes con enfermedad ateroesclerdtica documentada, demostro
que la ateroesclerosis en pacientes con alto riesgo de eventos isquémicos se
caracterizaron por incremento en la actividad del PAI-lI. Ademas el estudio ECAT (1),
gue fué un estudio multicéntricos de 3043 pacientes con angina de pecho quienes
fueron seguidos a 2 afios, demostré que un incremento subsecuente en la incidencia

de IM o muerte subita se asoci6é con niveles elevados de PAI-I.

Naoharu et al (79), evaluaron el polimorfismo 4G-5G del gen del inhibidor del
plasminogeno tisular tipo | (PAI-I) en 500 sujetos, incluidos 148 controles normales, 23
sujetos con arterias coronarias normales, 28 sujetos con una respuesta paraddjica a
acetilcolina, 97 sujetos con angina de pecho y 204 sujetos con infarto agudo del
miocardio, se evalu6 el tiempo transcurrido entre el primer dolor anginoso y el inicio del
sindrome coronario agudo en los grupos de angor estable y con IM. Los sujetos
guienes desarrollaron sindrome coronario agudo dentro de los 2 meses al primer
evento de angina de pecho fueron categorizados por tener una progresion rapida hacia
el sindrome coronario agudo y los sujetos quienes tenian angor estable por mas de dos
meses fueron categorizados dentro del grupo sin sindrome coronario agudo. Los

sujetos con sindrome isquémico coronario agudo fueron mas jovenes (58.91 + 0.3
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afos) comparados a los del grupo que no desarrollaron sindrome isquémico coronario
agudo (62.0 £ 9.1, p=0.012), la frecuencia del genotipo G/G del gen PAI-I fué bajo en el
grupo con SCA (0.228) comparado con el grupo sin SCA (0.093) (P=0.003), multiples
analisis logisticos revelaron que a edades mas tempranas (P=0.028 OR=1.03) y la
presencia del genotipo 4G/5G+4G/4G del gen del PAI-I (P=0.008, OR 2.68) fué
asociado al grupo que desarr6 SCA, se analizaron los niveles plasmaticos del antigeno
PAI-1 en 78 sujetos, estos niveles fueron significativamente mas bajos en el grupo que
no desarrollo sindrome isquémico agudo vs. con sindrome isquémico agudo (p=0.050).

Sirgo et al (g2), presentan un estudio cuyo objetivo fué comprobar la hipotesis que
el polimorfismo 4G/5G del Inhibidor 1 del Activador del Plasmindégeno (PAI-1)
desempefia un papel determinante en el pronéstico de la cirugia cardiaca. Este fué un
estudio observacional y prospectivo basado en casos y controles. Se incluyeron un total
de 150 pacientes sometidos a cirugia cardiaca con circulacion extracorporea, fué
realizado en un hospital de tercer nivel, en el andlisis genotipico se observd que el
17.6% de los pacientes eran homocigotos 4G/4G, el 52.7% heterocigotos y el 29.5%
homocigotos 5G/5G, el genotipo 4G/5G no fué asociado con: bajo gasto posoperatorio,
mortalidad ni recuperacion funcional después de la cirugia. Los sujetos con el genotipo
4G/4G se asociaron de forma significativa a un mayor riesgo de complicaciones
neurolégicas (4G/4G 38.5% vs No-4G/4G 14.55, p < 0.05), (OR 3.5 Cl 95% 1.39-8.8) y
ventilacibn mecanica prolongada (4G/4G 34.5% vs No-4G/4G 15.65%, p < 0.05). Las
conclusiones de este estudio fueron que el genotipo 4G/4G se asocia a un mayor

riesgo de complicaciones neuroldgicas y ventilacion mecanica prolongada.

A pesar de lo anteriormente expuesto, es de destacar que no existe en la
literatura ninguna referencia que asocie el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-I en
pacientes con cardiopatia isquémica sin lesiones aterotrombéticas y su posible

influencia en la regulacion de la concentracion plasmatica del PAI-I.
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Justificacion del Estudio

La cardiopatia isquémica es una de las principales causas de muerte y el mayor
problema de salud publica en el mundo. Los cardiélogos estamos familiarizados con el
fendbmeno del flujo lento coronario, el cual se observa en 1% a 2% de las

coronariografias realizadas en este hospital.

La disfuncién endotelial juega sin duda un papel importante, en la génesis de las
principales manifestaciones de la enfermedad vascular y aterosclerosis, dando como

resultado un incremento en el riesgo de Infarto miocérdico.

En cuanto a la etiologia del flujo lento pancoronario permanece aun incierto, en la
bibliografia no hay reportes en relacion a los polimorfismos C677T del gen de la
enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y el polimorfismo 4G/5G en el
gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) implicados en la patogenia

de dicha patologia por lo cual consideramos objetivos interesantes en este trabajo.

Es de importancia conocer los factores asociados a la cardiopatia isquémica no
ateroesclerosa, pues poco se sabe de la etiologia de esta enfermedad, la cual llega a
presentarse con complicaciones igual de severas que la cardiopatia isquémica con
fisiopatologia ateroesclerosa, ademas aunado a esto se sabe que la disfuncién
endotelial es precursor en dichas lesiones ateroesclerosas. En el presente estudio
proponemos el estudio de polimorfismos no estudiados en lo que respecta a disfuncion

endotelial y cardiopatia isquémica.
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Preguntas de investigacion

¢Cuél es la frecuencia del polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10
metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en pacientes con cardiopatia isquémica sin

lesiones ateroesclerosas y en sujetos sanos?

¢,Cual es la frecuencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1) en pacientes con cardiopatia isquémica sin lesiones

ateroesclerosas y en sujetos sanos?

¢ Cuél es la asociacion y la magnitud de la misma entre el polimorfismo C677T del gen
de la enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR y la cardiopatia

isquémica no ateroesclerosas?

¢,Cual es la asociacion y la magnitud de la misma entre el polimorfismo 4G/5G en el
gen del inhibidor del activador del plasmindégeno-1 (PAI-1) y la cardiopatia isquémica

no ateroesclerosas?

¢ Son factores de riesgo independientes para cardiopatia isquémica no ateroesclerosa
la presencia de los polimorfismos C677T del gen de la enzima 5,10
metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y del polimorfismo 4G/5G en el gen del

inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)?
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Hipotesis

1. Habra una frecuencia significativamente mayor del polimorfismo C677T del gen
de la enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) en pacientes con
cardiopatia isquémica no ateroesclerosa en comparacion con aquellos sujetos

sanos.

2. Habra una frecuencia significativamente mayor del polimorfismo 4G/5G en el
gen del inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) en pacientes con
cardiopatia isquémica no ateroesclerosa en comparacion con aquellos sujetos

sanos.

3. El riesgo de disfuncién endotelial dado que se es portador de hipertension,
diabetes y dislipidemia sera al menos 1.5 en sujetos con y sin cardiopatia

isquémica no ateroesclerosa.

4. La presencia de polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10 MTHFR sera un
factor de riesgo independiente de los factores de riesgo clasicos para el desarro-

llo de cardiopatia isquémica no ateroesclerosa.

5. La presencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1) sera un factor de riesgo independiente de los factores

de riesgo clasicos para el desarrollo de cardiopatia isquémica no ateroesclerosa.
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Objetivos

1. Determinar la frecuencia del polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10
MTHFR en pacientes con cardiopatia isquémica no ateroesclerosa y en sujetos

sanos.

2. Determinar la frecuencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del
activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) en pacientes con cardiopatia isquémica no

ateroesclerosa y en sujetos sanos.

3. Estimar el riesgo de cardiopatia isquémica no ateroesclerosa en pacientes con
polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10 MTHFR comparados con sujetos

sanos.

4. Estimar el riesgo de cardiopatia isquémica no ateroesclerosa en pacientes con
el polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1

(PAI-1) comparados con sujetos sanos.

5. Determinar si la presencia del polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10
MTHFR es un factor de riesgo independiente de los factores conocidos para el

desarrollo de cardiopatia isquémica no ateroesclerosa.

6. Determinar si la presencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del
activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) es un factor de riesgo independiente de los
factores conocidos para el desarrollo de cardiopatia isquémica no

ateroesclerosa.
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Material y métodos

El estudio se realizé en la Unidad de Cuidados Intensivos Cardiovasculares del
Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional siglo XXI, el analisis de los
productos derivados de sangre se realizo en la Unidad de Ateroesclerosis y Trombosis
de la UMAE Hospital General Regional No. 1 Carlos McGregor Sanchez Navarro del
IMSS.

Se obtuvieron de los registros hospitalarios a todos los pacientes que tuvieron
diagnodstico por los médicos tratantes de cardiopatia isquémica (por cuadro clinico,
electrocardiografico y/o pruebas inductoras de isquemia) y que fueron sometidos a
cateterismo cardiaco, de estos, el marco muestral fueron los pacientes que tuvieron
arterias coronarias sin lesiones angiograficas (el procedimiento de rutina en el
cateterismo se basO en inyecciones seriadas en la misma arteria y en diferentes
proyecciones ya establecidas para cada una de las arterias, a fin de evitar omisiones
de lesiones excéntricas, por lo tanto el diagndstico angiografico fué relativamente facil
al ser interpretados por expertos), éstos sujetos fueron citados, reclutados previa
explicacion del protocolo y firma de consentimiento informado. Los pacientes sanos
fueron abordados en el banco de sangre al momento de acudir a donacion sanguinea y
se les explicé ampliamente el estudio y posterior a la resolucion de todas sus dudas y
firma de consentimiento informado se les tomaron muestras sanguineas del volumen
donado para su analisis especificado en el rubro de procedimientos. Esta poblacién fué
sujeta a un amplio protocolo de escrutinio para descartar enfermedades clinicas ya que
se hizo un interrogatorio exhaustivo asi como exploracién fisica, ademas la sangre
extraida fué analizada por protocolo del banco de sangre para la determinacion de
biometria hematica, quimica sanguinea, perfil de lipidos, panel viral para hepatitis y
virus de la inmunodeficiencia humana, en base a este analisis de la poblacion donante,
existe una posibilidad mayor que sean sujetos que no tengan criterios de cardiopatia

isquémica.
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Disefo del estudio

CAsOS Y CONTROLES.

Observacional.
Retrospectivo.
Comparativo — Analitico

Ambilectivo.

Metodologia

Criterios de inclusion de casos

Cualquier sexo

Pacientes mayores de 18 afios

Diagnéstico de cardiopatia isquémica, ya sea aguda o cronica (diagnosticado
por médico tratante en base a criterios internacionales ya establecidos mediante
cuadro clinico, electrocardiograma y/o estudios inductores de isquemia o por
perfusion miocardica).

Estudio angiografico que demuestre que no existen lesiones ateroesclerosas.
Que tengan al menos tres generaciones previas raza mexicana.

Que acepten de conformidad su participacion en el estudio mediante

consentimiento informado.

Criterios de exclusion de casos:

Que durante el estudio se encuentre alguna cardiomiopatia en cualquiera de sus
variedades

La presencia de cualquier valvulopatia cardiaca.

Que durante la revision de los angiogramas se encuentre lesiones de al menos

un vaso y que sea significativo.
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Criterios de exclusion controles:

e El diagnéstico de algun proceso patolégico después de haber sido incluido en el

estudio.

Criterios de inclusion de controles

Cualquier sexo

Sujetos mayores de 18 afos.

Sin presentar patologia, que se les haya realizado una valoracion clinica y
bioguimica para la exclusion de patologia isquémica cardiaca.

Que tengan al menos tres generaciones previas raza mexicana.

Que acepten de conformidad su participacion en el estudio mediante

consentimiento informado.
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Disefio muestral:

Para los casos se realiz6 un muestreo no probabilistico consecutivo de los
enfermos que cumplieron los criterios de inclusion que fueron ingresados al Hospital de
Cardiologia Centro Médico Nacional Siglo XXI desde el mes de Enero de 2009 a
Diciembre de 2010

Para los controles se hizo un muestreo no probabilistico consecutivo de los sujetos

gue fueron seleccionados por el personal médico como donadores de sangre.

e Tamaifo de la Muestra:

o Se calcul6 el tamafio de la muestra en base a los antecedentes descritos
en otras poblaciones (ya que en nuestra etnia no existen estudios de
asociacion con ésta patologia); mediante el método para diferencia de
proporciones, con un valor critico (alfa) 0.05, poder estimado a priori 0.80
y un aumento del 20% de potenciales pérdidas, se determind un tamafio
de muestra de:

o 240 casos

o 241 controles

Dado que se propuso el presente estudio como una fase piloto para estudiar la posible

asociacion del polimorfismo en nuestra poblacion, se realizé un corte para el analisis al

tener reclutados 101 participantes en el grupo de casos y 121 en el grupo de controles.
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Descripcion de variables

Variable Independiente:

1. Polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10 MTHFR.
Definicion conceptual: variacion en la secuencia del DNA, en el gen de la enzima 5, 10
metilenotetrahidrofolato reductasa, una sustitucion C3T en los pares de bases 677 que
producen un cambio de alanina a valina.
Definicion Operacional: es la presencia de la variacion en la secuencia del DNA, en el
gen de la enzima 5, 10 metilenotetrahidrofolato reductasa con la sustitucion C3T en los
pares de bases 677 que producen un cambio de alanina a valina
Tipo de Variable: cualitativa
Escala de Medicion: nominal, dicotdbmica

Unidades de Medicion: si/no

2.- Polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasmindgeno-1
(PAI-1)
Definicion conceptual: consiste en la insercion/delecion de una base guanina en la re-
gién promotora en la posicion —675, que resulta en la presencia de los alelos 4G o 5G.
Definicidbn Operacional: consiste en la insercion/delecion de una base guanina en la
regiobn promotora en la posicibn —675, que resulta en la presencia de los alelos 4G o
5G.
Tipo de Variable: cualitativa
Escala de Medicion: nominal, dicotébmica

Unidades de Medicion: si/no

Variable Dependiente:
1. Cardiopatia isquémica no ateroesclerosa:
a) Definicion Conceptual: estado de desequilibrio entre el aporte y la
demanda de oxigeno en tejido miocardico que condiciona isquemia

tisular sin existir lesiones ateroesclerosas no obstructivas.
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b)

Definiciébn Operacional: es la presencia del estado de desequilibrio entre
el aporte y la demanda de oxigeno en tejido miocardico que condiciona
isquemia tisular sin existir lesiones ateroesclerosas no obstructivas.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicién: nominal, dicotémica

Unidades de Medicion: si/no

Variables Potencialmente confusas:

1. Edad:

a)

b)

c)
d)

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

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

Tipo de variable: cuantitativa, continua.

Unidades de medida: afios

2. Género:

a)

b)

c)
d)

Definicidbn conceptual: es la expresion fenotipica de la presencia de
cromosoma XY o XX (hombre o mujer respectivamente).

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

Tipo de variable: cualitativa, nominal

Escala de medicion: dicotébmica, hombre/muijer.

3. Hipertension Arterial Sistémica:

a)

b)

Definicibn Conceptual: elevacién de la tensién arterial sistélica arriba de
140mmHG o de la tensién arterial diastélica arriba de 90 mmHg en
mediciones repetidas.

Definicién Operacional: es la presencia de diagndstico previo o durante la
revision de cifras tensionales sistdlicas igual o mayor a 140mmHg o

diastdlicas igual o mayor a 90mmHg en mediciones repetidas, o bien
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cifras de tension arterial normales pero bajo efecto de tratamiento
antihipertensivo.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotébmica

Unidades de Medicion: si/no

4. Diabetes Mellitus:

a) Definicion Conceptual: elevacion de la glucemia sérica igual o mayor de
126 mg/dL en ayuno de al menos 6 horas, o bien 200mg/dl o mas a
cualquier hora del dia con presencia de sintomas.

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

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicion: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicion: si/no

5. Dislipidemia:

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

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

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicion: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicion: si/no
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6. Tabaquismo:

a)

b)

Definicion Conceptual: consumo de cigarrillo en cualquier época de la
vida de un cigarrillo/dia al menos durante un afio; o bien la exposicion
pasiva al humo de tabaco diariamente al menos un afio.

Definicion Operacional: es la presencia del antecédete de haber
consumido antes o actualmente cigarrillos en cantidad de uno al dia por al
menos un afio, o bien el antecedente de exposicion pasiva al humo
producido por la combustién de cigarrillos al menos durante un afio.

Tipo de Variable: cualitativa

Escala de Medicion: nominal, dicotdbmica

Unidades de Medicion: si/no

7. Sobrepeso:

a)

b)

Definicion Conceptual: es la presencia de peso corporal mayor al
esperado de acuerdo al resto de las caracteristicas antropométricas.
Definicion operacional: es la presencia de un indice de masa corporal >25

pero menor a 30 m?SC.

c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotomica.

e) Unidades de medicion: si/no

8. Obesidad:

a) Definicion Conceptual: peso corporal secundario al acumulo de tejido
adiposo que confiere un indice de masa corporal >30 m?SC.

b) Definiciébn operacional: es la presencia de peso corporal secundario al
acumulo de tejido adiposo que confiere un indice de masa corporal >30
m2ScC.

c) Tipo de variable: cualitativa

d) Escala de medicion: nominal, dicotomica.

e) Unidades de medicion: si/no
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Para la inclusion de pacientes con cardiopatia isquémica no ateroesclerosa se
seleccion6 de la lista de procedimientos de hemodindmica a los pacientes con
diagndstico de cardiopatia isquémica y que al examen angiografico no se hayan
detectado lesiones coronarias ateroesclerosas; éstos pacientes fueron diagnosticados
por médicos cardiélogos adscritos al Hospital de Cardiologia Centro Médico Nacional
demostrada por cuadro clinico, electrocardiografico y algun estudio inductor de

isquemia eléctrico o perfusorio.

Los sujetos sin cardiopatia isquémica se obtuvieron de base poblacional,

invitandoles al estudio con previa firma de consentimiento informado.

Se analiz6 hacia atrds en el tiempo mediante interrogatorio directo y por
busqueda de expedientes, y se obtuvieron los datos demograficos, historia clinica y
teléfono; se les invitd a participar, se firmé el consentimiento informado y finalmente se

les cit6 para realizar:

TOMA DE MUESTRA SANGUINEA para analisis genético del polimorfismo C677T del gen de
la enzima 5,10 MTHFR vy del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador
del plasmindgeno-1 (PAI-1)

EXTRACCION DE LA MUESTRA SANGUINEA: Se extrajo de la vena antecubital 10 ml de san-
gre total en tubos conteniendo EDTA. Este se centrifugd a 2500 g por 10 minutos. Pos-
teriormente el plasma fué retirado cuidadosamente tratando de no perturbar la capa de
células mononucleares (buffy coat) la cual fué transferida con una pipeta de plastico
estéril a un tubo de plastico eppendorf estéril de 1.5 ml libre enzimas (RNasas y DNa-

sas) y fué utilizado para la obtencion de ADN. (fig. 10)
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METODOLOGIA ‘

Toma de muestra Extraccién de la muestra
sanguinea (paquete leucocitario)

- Plasma

- BUFFY COAT

Red Blood Cells

Centrigugacion 2500 g/ 10 min.

Fig. 10 Toma de muestra

EXTRACCION DE ADN: Se utilizd el equipo comercial (Qiagen QlAamp DNAMini Kit) de
acuerdo a las instrucciones establecidas por la compafiia. Una vez extraido el ADN se
procedid a su conservacion en un refrigerador a -70 ° C, hasta que fué utilizado para la

amplificacion de los segmentos correspondientes.

Pureza del DNA

Fig. 11 Pureza del DNA

CaBRERA RC, ALMEIDA GE, ISORDIA SI. FACTORES GENETICOS DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA NO ATEROSCLEROSA. Pagina

48




GENOTIPIFICACION DE LA ENZIMA METIL-TETRAHIDROFOLATO REDUCTASA: Posterior a la ex-
traccion de ADN, se llevo a cabo la reacciéon de PCR con el uso de oligonucleétidos
especificos (sentido) 5- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3) y (contrasentido) 5’-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’), asi como el uso de 200 ng de ADN, 10 pmol de
cada oligonucleotido, 0.2 mM de dNTP, 3 mM de cloruro de magnesio en un volumen
final de 50 uly 1.0 U de pfu ADN polimerasa. Las condiciones térmicas consistieron en
desnaturalizacion a 94°C alineacion a 62°C por 20 seg., y extension a 72°C por 20 seg.
(30 ciclos). (Figura 12)

PCR
Oligonucledtidos especificos: S
{sentido)
5’- CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3
{contrasentido)
5- AGTCAATCCCTTTGGTGGTCAC-3’

Condiciones térmicas:

Desnaturalizacién a 34°C/30seg i
Alineacion a 60°C/30seg. 30 ciclos
Extension a 72°C/ 30 seg.

Fig. 12 Genotipificacion de la enzima metilenotetrahidrofolato reductasa

IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS POLIMORFICOS: El producto del PCR fué sometido a la
accién de la enzima Hinfl por 16 horas a 37°C. Los productos obtenidos de la digestion
fueron visualizados en un gel de agarosa al 2.5% y teflidos con bromuro de etidio. Ca-

da paciente fué clasificado en uno de los tres genotipos CC, CT, TT.
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DIAGRAMA DE FLUJO

SUJETOS DE AMBOS HOJA DE CONSENTIMIENTO TOMA DE
SEXOS =45 ANOS > INFORMADO, EXPEDIENTE 5. MUESTRA

CON Y SIN DX DE ~ CLINICOY HOJA DE DATOS " Eoma)
IAMCEST CLINICOS. 1

PUREZA DEL EXKA;?CI’;‘ DELS,?: OBTENCION DEL
DNA R | (QIAGEN QlAamp — PAQUETE

MINIKIT ) LEUCOCITARIO
VISUALIZACION DE
AMPLIFICACION DEL DNA POR IDENTIFICACION DE LOS GENOTIPOS EN

PCR FRAGMENTOS
Desnaturalizacién a 94°C/20seg POLIMORFICOS - EE ;;S.?:N?ggg 88;\
Alineacion a 62°C/20seg. " RFLP con la enzima Hinfl y BROMiJRO DE ETIDIO

Extension a 72°C/ 20 seg. 3h.A37°C

Fig. 13 Diagrama de flujo

GENOTIPIFICACION DEL POLIMORFISMO POLIMORFISMO 4G/5G EN EL GEN DEL INHIBIDOR DEL
ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO-1 (PAI-1) Posterior a la extraccion de ADN, se llevo a
cabo la reaccion de PCR con el uso de oligonucleétidos especificos (sentido)
(5- CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3)) y contrasentido (5'-
CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3’), asi como el uso de 200 ng de ADN, 10 pmol de
cada oligonucleo6tido, 0.2 mM de dNTP, 3 mM de cloruro de magnesio en un volumen
final de 50 uly 1.0 U de pfu ADN polimerasa. Las condiciones térmicas consistieron en
desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineacién a 60°C por 1 min, y extension a 70°C
por 1 min. (30 ciclos).La amplificacion de cada una de las reacciones sera visualizada
en un gel de agarosa mediante el siguiente patron de bandas: 99bp antes y después de
la restriccion con la enzima de restriccion Bsl | si la muestra es positiva homocigoto
para el alelo 4G, dos bandas posterior a la restriccion 99bp y 77 si la muestra es positi-
va para la presencia del polimorfismo 4G/5G y solo una banda posterior a la restriccion
de 77pb si la muestra es homocigoto para el alelo 5G.
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IDENTIFICACION DEL GENOTIPO DEL
POLIMORFISMO 4G/5G DEL PAI-1

500PD  sm—

Linea 1= Marcador de peso molecular. Lineas 2,4 y 6 producto de PCR antes de la restriccién por la enzima Bsl I. Linea 3
homocigoto para el alelo 4G (4G/4G), linea 5 heterocigoto 4G/5G, linea 7 homocigoto para 5G (5G/5G).

Fig. 14 identificacién del polimorfismo del genotipo del polimorfismo 4G/5G del PAI-1

CABRERA RC, ALMEIDA GE, ISORDIA SI. FACTORES GENETICOS DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA NO ATEROSCLEROSA. Pa'gina

51



Analisis estadistico:

Se realiz6 andlisis exploratorio para determinar la distribucion de las variables

cuantitativas continuas con la prueba de Shapiro Wilk.
El analisis descriptivo se mostré con medidas de tendencia central y dispersion (media
+ desviacion estandar) para las variables cuantitativas continuas; las variables

cualitativas (nominales) se mostraron con el numero absoluto y porcentaje (%).

El nivel a a usarse fué 0.05 mientras que el poder de la muestra estimado a priori de
0.80.

El anélisis bivariado (contraste entre grupos) se llevé a cabo con X? para las variables

nominales, y en el caso de frecuencia <5 se realiz6 prueba exacta de Fisher.

Para comparar las medias entre los grupos se usé t de Student para grupos
independientes, y en el caso de distribucidbn no semejante a la normal, se us6 U de
MannWithney.

Se realiz6 el calculo de raz6n de momios con intervalo de confianza al 95%.

Para determinar el efecto de cada una de las variables independientes se realizé
analisis multivariado mediante regresion logistica binaria, el contraste de modelos fué

mediante prueba de Hossmer-Lemeshow.

El criterio de entrada a la regresion es por antecedentes tedricos solidos y también por
criterio estadistico (entrada p<0.20, salida p>0.05).

Se analizo el equilibrio de Hardy Weinberg ya que se estudio la epidemiologia genética.
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Consideraciones éticas

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

investigador).

Los procedimientos que se hicieron fueron solamente una obtencion de sangre venosa
periférica mediante puncion de una vena antecubital superficial, y el riesgo del estudio

se consider6 como minimo de acuerdo a la ley general de salud.

Se hablé con los pacientes para firmar una carta consentimiento informado (ver mas
adelante), explicando que los resultados genéticos serian otorgados solamente a ellos
mismos siempre y cuando asi lo soliciten y se busc6 que esta informacion fuera bajo
consejo de expertos en genética y apoyo psicolégico en caso de ser necesario y bajo

un estricto régimen de confidencialidad.

También se les explicé que de aceptarlo, el resto de material genético aislado seria

almacenado en una genoteca.
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Recursos

Fisicos HuMANOS
1. Expediente clinico 1. Investigador principal
2. Electrocardiografo 2. Tutores
3. Kit de PCR y equipo comercial 3. Cardidlogos clinicos
(Qiagen QlAamp DNAMini Kit) 4. Personal de laboratorio
Hojas de recoleccion de datos 5. Cardiélogos hemodinamistas

Material bibliogréafico
Material de Oficina
Copiadora

Teléfono y linea telefénica

A A B S N O

Computadora e impresora personal
10. Paquete estadistico SPSS 17.0
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Cronograma de actividades

ACTIVIDADES

CORRECCION PROTOCOLO

RECLUTAMIENTO DE  PARTICI-
PANTES

ESTANDIRIZACION DE PROCEDI-
MIENTOS

ANALISIS DE DATOS

PRESENTACION DE RESULTADOS
Y PUBLICACION
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE CARDIOLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente instrumento tiene por objeto, formalizar y hacer constar el
CONSENTIMIENTO INFORMADO, del paciente o representante legal para el protocolo de
investigacion titulado “Asociacion del Polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10 MTHFR y
del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) en
pacientes con cardiopatia isquémica sin lesiones coronarias”.

El Suscrito

(Paciente, o en su caso, familiar o representante legal) con nimero de seguridad social (o
identificacién oficial)
Expreso mi libre voluntad para participar en el protocolo de estudio titulado “Asociacion del
Polimorfismo C677T del gen de la enzima 5,10 MTHFR y del polimorfismo 4G/5G en el gen del
inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) en pacientes con cardiopatia isquémica sin
lesiones coronarias”, para efecto de someterme a la realizacion de estudios que comprenden la
obtencién de muestras sanguineas.

1. EIl Dr. Carlos Cabrera Ramirez y los doctores Eduardo Almeida Gutiérrez, Irma Isordia
Salas, me han proporcionado la informacion completa sobre el procedimiento a realizar.

- Que el objetivo de este estudio es reunir a una cantidad importante de pacientes con
flujo lento coronario para determinar la prevalencia de los polimorfismos relacionados al
proceso de la disfuncién endotelial, con la finalidad de la blisqueda de alternativas de
tratamiento para lograr ayudar y para mejorar la calidad de vida y salud en un futuro.

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

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

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

- Que se me ha explicado los posibles riesgos que pueden presentarse durante la
extraccion de sangre venosa los cuales pueden consistir: lesiones venosas por
punciones, hematomas o equimosis, infeccién en sitio de puncién venosa, dolor en sitio
de puncion.

2. Ante la informaciobn proporcionada, expreso mi CONSENTIMIENTO LIBRE,
ESPONTANEO Y SIN PRESION alguna para que se realicen los procedimientos
requeridos.
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México, Distrito Federal de de 2011

Nombre y firma del paciente, Familiar, o Dr. Carlos Cabrera Ramirez
representante legal

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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Hoja de recoleccion de datos

PATRON GEN GEN
PRUEBA ECO DE CTT CTT MTHFR PAI 1l

NOM AFIL EDAD GEN HAS DM DLP TAB TALL ‘ PESO DX DX TG GLU FEVI LLENADO D2vi FEVI
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Resultados

En este estudio se incluyeron 101 pacientes con diagnostico de cardiopatia
isquémica sin lesiones coronarias visibles mediante angiografia y 120 sujetos controles
en los cuales no se documenté enfermedad coronaria mediante exploracion fisica,

electrocardiograma y marcadores cardiacos. (Tabla 1)

La media de edad de los pacientes con isquemia fué de 59.2 afios (+ 45.5 - 72.7
afios) mientras que la media de edad en el grupo control fué 50.01 (x 39.11 — 60.9
afos), con diferencia significativa en ambos grupos con un valor de p= <0.01. En el
grupo de los pacientes con isquemia 59 fueron de género femenino lo que representa
un 58.4% y en el grupo de controles fueron 69 mujeres, lo que representa el 37.5%, sin

observarse una diferencia significativa entre ambos grupos, p=0.89. (Tabla 1)

En cuanto a los pardmetros antropométricos: en el grupo de pacientes
isquémicos se determiné la media de la talla en 1.60 m (£ 1.56 - 1.64 m), mientras que
en los sujetos controles fué 1.62 m (x1.58 - 1.66 m), p=0.07. La media del peso en el
grupo de isquémicos fué 72.26 kg (£ 53.24 - 91.28 kg) mientras que en el grupo control
fué 76.9 kg (£ 64.05 — 89.75 kg), p=0.03; en lo que respecta al indice de masa corporal
(IMC), la media encontrada en el grupo de isquémicos fué 28.23 (+ 20.99 — 35.47) y en
los sujetos control fué 29.01 (+ 25.11 — 32.91) con un valor de p=0.30. (Tabla 1)

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular clasicos, el tabaquismo actual
en los pacientes isquémicos comparados con el grupo control hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos, p= <0.001 (51.5% vs. 20.8%).
Ademas, en el grupo de sujetos isquémicos se encontrd una proporcion
significativamente mayor de sujetos hipertensos (89.2 % vs. 7.5%, p<0.001), diabéticos
(30.7% vs. 4.2 %, p<0.001) y dislipidémicos (39.6 % vs. 25.8%, p=0.02) comparado con

los sujetos control. (Tabla 1)

El promedio de la frecuencia cardiaca encontrada en sujetos con isquemia y flujo

lento coronario fué de 71.7 + 7.0 latidos por minuto, en cuanto a la cifras de presion
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arterial sistolica el promedio fué de 123.4 + 16.55 mmHg. El perfil de lipidos que se
encontré en éstos sujetos se encuentra de la siguiente manera: colesterol total 189.12
+ 39.8 mg/dl, HDL 44.3 + 8.69 mg/dl, LDL 103.05 + 33.5 mg/ dl, Triglicéridos 164.63 +
60.90 mg/dl; Glucosa 113.91 + 31.07 mg/dl. (Tabla 3)

El riesgo crudo de tener isquemia y flujo lento coronario dado que se tiene
antecedente de tabaquismo es 4.03 veces mas comparado con aquellos que no fuman
(intervalo de confianza [95%], 2.23-7.2, p<0.001). Los sujetos que son portadores de
hipertension arterial sistémica tienen 33.8 veces mas riesgo de tener isquemia y flujo
lento coronario, comparados con quienes no la padecen (intervalo de confianza [95%]
15.0 — 75, p<0.001). Los enfermos de diabetes mellitus tienen riesgo de 10.18 veces de
tener isquemia y flujo lento coronario comparados con aquellos que no son portadores
de la misma (intervalo de confianza [95%] 3.7 — 27.41, p<0.001). Asi mismo, los sujetos
con dislipidemia tienen 1.88 veces mas posibilidades de tener isquemia y flujo lento
coronario, comparados con aquellos con perfil de lipidos normal ( intervalo de confianza
[95%] 1.06 — 3.3, p=0.02). (Tabla 1)

En cuanto a la fraccion de eyeccion ventricular izquierda por ventriculografia en
el grupo de isquémicos con flujo lento coronario, se encontr6 un promedio de 62.4 +
8.03 %, la presion diastdlica final fué de [10.97 + 8.03 mmHg], lo cual en general nos
habla de parametros dentro de la normalidad. Segun los pardmetros ecocardiograficos
se obtuvo un promedio de la fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo de 63.04 +
9.73 %, segun el patrén de llenado diastélico los resultados que se obtuvieron fueron
los siguientes: Patrdn tipo | (alteracion de la relajacion) en el 95% de los sujetos, patrén
tipo Il (pseudonormalizado) en el 2% de los sujetos, patron tipo Il (alteracion de la dis-
tensibilidad) 2% de los sujetos. (Tabla 4)

La presentacion clinica en el grupo de isquémicos Y flujo lento coronario fueron:
angina estable fué el sintoma mas frecuente en el 67.3% de los sujetos, la segunda
presentacion clinica mas comun fué angina inestable en el 25.7% de los sujetos y en
ultimo lugar se encontré el sindrome isquémico coronario agudo (con y sin elevacion

del segmento ST) en un 7.0% de los casos. (Tabla 2)
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De acuerdo al método diagnostico que se utilizé para los distintos escenarios
clinicos de isquemia fueron: Medicina Nuclear (con sus diferentes protocolos) en el
77.2%, Prueba de Esfuerzo 11.9% de y por ultimo la clinica en el 10.9% de los sujetos

isquémicos. (Tabla 2)

En el presente estudio encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la distribucion de los genotipos relacionados al polimorfismo en el gen del inhibidor
del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), el genotipo homocigoto 4G/4G se encontr6
en el 9.9% de los sujetos con isquemia, comparado con el 22.5% de los sujetos control
(p=0.03); la presencia de genotipo heterocigoto 4G/5G se encontr0 en 45 sujetos
(44.6%) isquémicos comparado con 50 sujetos control (41.7%) , p=NS. El genotipo
heterocigoto 5G/5G se encontré en 46 (45.5%) de los sujetos isquémicos, mientras

gue se encontr6 en 43 (35.8%) de los sujetos del grupo control, p=0.03. (Tabla 5)

En cuanto la distribucion de cada uno de los genotipos del polimorfismo C677T
de la enzima 5, 10 MTHFR en los dos grupos (isquémicos y controles) se encontré de
la siguiente manera: la prevalencia del homocigoto CC en el grupo de isquémicos fué
20.8% vs control 23.3%, p= 0.90, heterocigoto CT 45.5% en el grupo de isquémicos vs.
44.22% en el grupo control, p= 0.90, homocigoto TT 33.4% en el grupo de isquémicos
vs. 32.5% en el grupo control, p=0.90, en conclusibn no hubo diferencias

estadisticamente significativa para este polimorfismo (Tabla 5).

Al analisis multivariado encontramos que las variables asociadas de forma
independiente con la cardiopatia isquémica sin lesiones coronarias son: tabaquismo
(OR 9.13, IC 95% 3.67-22.72, p<0.001); hipertension arterial (OR 39.0, IC 95% 15.19-
100.52, p<0.001) y la edad (OR 1.05, IC 95% 1.01 — 1.09, p=0.005). (Tabla 6).
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Discusion:

La cardiopatia isquémica constituye la principal causa de morbimortalidad en la
mayor parte del mundo ;). En nuestro pais el Instituto de Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) reporté a la enfermedad arterial coronaria
como la responsable del 19.6% del total de fallecimientos en el 2007, por lo que
representa un problema de salud publica (163. La manifestacion clinica mas importante
de la enfermedad arterial coronaria es el Infarto Agudo del Miocardio (IAM), el cual es
el resultado de la interaccion entre factores geneéticos y ambientales (164. Entre los
factores ambientales o también denominados modificables tenemos a la diabetes
mellitus (DM), hipertension arterial (HA), sedentarismo, obesidad, dislipidemia,
tabaquismo, asi como el incremento en la concentracion de fibrinbgeno. Sin embargo,
aproximadamente de 20% a 60% no se identifican alguno de estos factores de riesgo,
por lo que también se ha determinado existe la participacion de ciertas variantes
genéticas denominadas polimorfismos que han sido asociadas al desarrollo de 1AM en

algunos grupos étnicos en el mundo (ies).

Hemos observado, que mas del 90% de los pacientes con enfermedad arterial
coronaria, tienen lesiones aterosclerosas mediante angiografia en las arterias
coronarias epicéardicas y en el 10% restante no se documentan lesiones por este
meétodo, sin embargo estos pacientes también desarrollan cardiopatia isquémica. En
nuestro hospital esta poblacion de pacientes representa aproximadamente del 2 al 6%
de los pacientes isquémicos (registro interno del hospital de Cardiologia CMN SXXI),
en los cuales se propone que exista una alteracidbn importante en el componente
regulatorio de la funcion vasomotora endotelial, lo cual nos da por resultado la
presencia de disfuncion del endotelio. Debido a lo anterior nos plateamos como
objetivos identificar los factores de riesgo que pueden existir en nuestra poblacion para
desarrollar la expresion maxima de cardiopatia isquémica por este mecanismo de
disfuncion endotelial y flujo lento (30, mediante el estudio de la interaccion entre factores
genéticos y factores de riesgo clasicos, los cuales estan asociados al desarrollo de la

enfermedad en otras poblaciones.
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El estudio incluyé a 101 pacientes con diagnostico de isquemia coronaria y flujo
lento por angiografia y 120 controles, encontrandose que los factores de riesgo clasicos
como el antecedente de tabaquismo, hipertension arterial, diabetes mellitus y
dislipidemia representan un factor de riesgo para la presencia de flujo lento coronario
(cardiopatia isquémica sin lesiones ateroesclerosas) en nuestra poblacién, como han
sido publicados previamente por otros autores o). LO anterior podria implicar que
dichos factores como la diabetes mellitus, dislipidemia e hipertension condicionen un
estado de alteracion endotelial (disfuncion) favoreciendo la génesis del fenémeno del
flujo lento coronario, como ha sido demostrado en estudios previos (s, 32, 33, 34). EStO
cobra importancia al momento de considerar que los pacientes con estos factores de
riesgo pueden presentar cardiopatia isquémica y flujo lento a nivel de las arterias
coronarias epicardicas, considerdndose como un estadio inicial o una variante mas de
las lesiones aterosclerosas, en comparacion con lo que se pensaba en el pasado
donde la obstruccion del vaso era ocasionado por la formacién del trombo debido a la
erosion de la placa por una lesidn aterosclerosa coronaria previa para desarrollar flujos

menores a TIMI 3 y por consiguiente un Blush miocérdico inadecuado.

Se ha documentado previamente en la literatura médica mundial la asociacion de
algunos genotipos que representan riesgo, sin embargo los resultados son aun
controversiales. En México no contamos con estudios que evallan la posible

participacion de estos genotipos en este tipo subgrupo de pacientes.

En el presente estudio analizamos dos de los principales polimorfismos:
polimorfismo del C677T en la enzima 5,10 MTHFR y polimorfismos 4G/5G en el PAI-1,
los cuales han sido estudiados previamente en nuestra poblacion en pacientes jovenes
(= de 45 afios) con diagnostico de IAMCEST vy lesiones aterotromboticas. Sin
embargo, no existen estudios previos que exploren la posible participacion de estos

genotipos en el subgrupo de pacientes sin lesiones aterotromboticas y flujo lento.

Previamente se ha documentado que el polimorfismo C677T en la enzima 5,10
MTHFR se asocia con desarrollo de la disfuncion endotelial como lo demostré Marcucci

y cols. (100) quienes reportaron que la homocisteina tenia una correlacion positiva con el
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factor tisular y el inhibidor del factor tisular, y fué asociado con un incremento en la
activacion de la cascada de la coagulacion en enfermedades cardiacas isquémicas.
Los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad cardiaca isquémica inducidos por la
homocisteina se consideran que incluyen en la disfuncibn endotelial, activacion
plaquetaria, desérdenes de la hemostasia, sin embargo pocos estudios han evaluado la

asociacion entre homocisteina y el sistema hemostatico (100, 101, 102)-

Estudios previos por Isordia y cols. 126y demostraron que el alelo T no representa
un factor de riesgo en este grupo de pacientes con IAM CEST con lesiones
aterotromboticas en sujetos jovenes. Sin embargo, los factores de riesgo tradicionales
como HA, Tabaquismo, dislipidemia y antecedente heredo familiar para enfermedad
cardiovascular representaron riesgo independiente para el desarrollo de la enfermedad.
En forma contraria, Rallidis y cols, en poblacion Turca (3o, demostraron una asociacion
entre la presencia del polimorfismo y la enfermedad isquémica con arterias coronarias
normales. Cabe mencionar que la poblacién incluida en este estudio fué de 24
pacientes, por lo que el tamafio de muestra representa un sesgo para poder establecer

conclusiones finales.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio no apoyan la asociacion entre el
genotipo C677T de la enzima 5,10 MTHFR vy el desarrollo de cardiopatia isquémica en

pacientes sin lesiones aterotrombdticas aparentes y flujo lento.

El segundo polimorfismo objeto de estudio en este subgrupo de pacientes fué el
4G/5G localizado en el gen del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1)
obteniendo los siguientes resultados. Por primera vez, nosotros demostramos
diferencias estadisticamente significativas en la distribucién genotipica de los alelos
4G/5G (isquémicos 44.6% vs 41.7% controles) y del 5G/5G (45.5% isquémicos vs
35.8% controles). Ademas, también encontramos diferencias significativas en la
frecuencia alélica (OR=0.62 IC 95% 0.41-0.93, p=0.01).

Previamente Isordia y cols, demostraron en sujetos jévenes < de 45 afos con

infarto agudo del miocardio con elevacion del segmento ST, con lesiones trombdticas
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visibles, que el alelo 4G representa un factor de riesgo independiente en este tipo de
pacientes y se asocia con un incremento en la concentracion plasmatica de PAI-1 en
estos sujetos portadores del alelo de riesgo. EI mecanismo fisiopatolégico descrito se
debe a que el incremento de PAI-1 promueve un estado de hipofibrinolisis, ademas que
favorece el desarrollo de una placa vulnerable debido a una disminucién en la
proliferacion y migracion de las células musculares lisas en la placa aterosclerosa. Esto
ha sido demostrado en estudios previos por Shindo (168) Y Sobeli1s9), €n cuyo estudio
se investiga la extension del PAI-1 en la placa de diferentes arterias coronarias
enfermas, para demostrar la correlacion entre esta molécula y la infiltracion de
macrofagos a la placa, para tal situacion de realizé inmunohistoquimica, este autor
encontro altos porcentajes de PAI-1 en los especimenes obtenidos en pacientes con
infarto miocardico, concluyendo que existe un incremento de PAI-1 en las placas de los

pacientes con infarto agudo del miocardio incluyendo insuficiencia en la fibrindlisis.

Dichos resultados contrastan de manera importante con nuestro estudio. Lo
anterior podria corroborar que estamos frente a dos mecanismo fisiopatoldgicos
completamente diferentes (infarto con lesiones ateroesclerosas y cardiopatia isquémica
sin lesiones coronarias). Por lo que podemos proponer que este subgrupo de pacientes
con isquemia secundaria a coronarias sin lesiones y con flujo lento, no cursan con un
estado de hipofibrinolisis que promueva la formacion de lesiones atetromboticas y por
esta razon, resulta importante continuar con nuevas lineas de investigacion tanto
clinicas como genéticas para determinar si existen factores asociados con los
fendmenos de vasoconstriccion o vasodilatacion que se asocien con la isquemia sin

lesiones coronarias.
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Conclusiones

1. Por primera vez hemos identificamos que el polimorfismos (C677T) en el gen de
la enzima 5,10 MTHFR no se asocia a riesgo en el subgrupo de pacientes con

isquemia coronaria Y flujo lento.

2. Ademas, podemos sugerir, que la variante 4G/4G del polimorfismo del PAI-1
representa un factor de proteccibn en este grupo de pacientes ya que se
encuentra con menor frecuencia que los sujetos sanos. Mientras que la variante
heterocigota 4G/5G no se asocia a riesgo de cardiopatia isquémica no
aterosclerosa, a lo anterior podriamos inferir que estos sujetos no cursan con un
estado de hipofibrinolisis, acorde a lo previamente demostrado en los pacientes
jovenes con lesiones aterotrombdéticas, en donde el alelo 4G se correlacioné con

un incremento del PAI-1 circulante y fibrindlisis disminuido.
3. Los factores de riesgo tradicionales como tabaquismo, diabetes mellitus,

dislipidemia e hipertension contintan siendo factores de riesgo independientes

en estos pacientes.

PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

1. Explorar genotipos relacionados con factores de coagulaciéon, asi como la
concentracion de las proteinas expresadas por dicho genes. Lo anterior es
fundamentado al posible mecanismo de trombosis, ya que el flujo lento
expone por tiempo prolongado las proteinas plasmaticas del sistema de la

coagulacion a la superficie endotelial.

2. Incrementar el nimero de pacientes y controles tratando en lo posible de

obtener grupos pareados por edad y género.

CABRERA RC, ALMEIDA GE, ISORDIA SI. FACTORES GENETICOS DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA NO ATEROSCLEROSA. Pa'gina

66



Tabla 1. Caracteristicas basales de los participantes en el estudio, de acuerdo a

cada grupo.
CARACTERISTICA ISQUEMICOS NO ISQUEMICOS OR
. Casos Controles p (IC 95%)
CLINICAS n: 101 n=120
Género, Femenino, n(%) 59 (58.4%) 69 (57.5%) 0.89 1.03
(0.6-1.7)

Edad (afos), media (xDE) 59.2+£135
Hipertension Arterial, n(%) 74 (89.2%)
Diabetes Mellitus 2, n(%) 31 (30.7%)
Dislipidemia, n(%) 40 (39.6%)
Tabaquismo actual, n (%) 52 (51.5%)

indice de Masa Corporal,

media () 28.23£7.24

50.01 +10.9

9 (7.5%)

5 (4.2%)

31 (25.8%)

25 (20.8%)

29.01+£3.9

<0.01 -

<0.001 33.8

(15-75)
<0.001  10.18
(3.7-27.4)
0.02 1.88
(1.06-3.3)
4.03
<0.001 5 23.7.0)
0.30 -

n: namero, * desviaciéon estandar (DE)
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Tabla 2. Presentacion clinica y métodos diagnosticos usados en el diagnéstico
de los pacientes con isquemiay flujo lento coronario

ISQUEMICOS NO ISQUEMICOS OR
Casos Controles p (IC 95%)
n: 101 n=120
Angina estable 68 (67.3%) - - -
Angina inestable 26 (25.7%) - - -
Infarto agudo del 0 -
miocardio 7(7.0%) i i
Método diagndstico
Medicina nuclear 78 (77.2%) ) ) -

Prueba de esfuerzo -
12 (11.9%) - -

Clinico 11 (10.9%) - - -

n: ndmero.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y basales de variables de laboratorio de los
pacientes con isquemia y flujo lento coronario

PARAMETROS CLINI- ISQUEMICOS  NO ISQUEMICOS OR
COS Y DE LABORATO- Casos Controles p (IC 95%)
RIO n: 101 n=120

Frecuencia cardiaca 71.7+7.0 - - -
Tension arf[erlal sistolica, 123.4 + 16.55 i i -
mmHg media

Colesterol total, media 184.12 + 39 8 i i -
(xDE)

HDL, media (£DE) 44.3 + 8.69 - - -
LDL, media (£DE) 103.05 + 33.5 - - -

Triglicéridos, media (xDE) -
169.83 £ 60.90 - -

Glucosa, media (+DE) 113.91 + 31.07 - - -

n: namero, + desviacién estandar (DE) HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL:
lipoproteina de baja densidad.
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Tabla 4 Caracteristicas ecocardiograficas y angiograficas de los pacientes con
isquemia y flujo lento coronario

ISQUEMICOS NO ISQUEMICOS OR
‘ Casos Controles p (IC 95%)
PARAMETROS n: 101 1=120
Fraccion de expulsion del 63.04 +9 73 i i -

ventriculo izquierdo por
ecocardiograma (£DE)

Presion diastolica final del

Ventriculo Izquierdo, 10.97 £ 4.17 - - -
mmHg media (xDE)

Fraccion de expulsion del

g N 62.4 + 8.03 - -
ventriculo izquierdo por -
cateterismo media (£DE)

PATRON DE LLENADO - - -

DIASTOLICO

Normal 1 (1%) - - ]

Tipo | 96 (95%) - - -
0 - -

Tipo 1l 2 (2%) -
0 - -

Tipo 1l 2 (2%) -

n: namero, * desviaciéon estandar (DE)
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Tabla 5. Distribucion del genotipo C677T de la enzima 5,10 MTHFR y del genotipo
del IPAI-1

ISQUEMICOS  NO ISQUEMICOS OR
Casos Controles p (IC 95%)
n: 101 n=120
Genotipos del C677T
CC, n (%) 21 (20.8%) 28 (23.3%) -
CT, n (%)
46 (45.5%) 53 (44.26%) 0.90 -
TT, n (%
o) 34 (33.7%) 39 (32.5%) i
Genotipos del IPAI-1
4G/4AG, n (%) 10 (9.9%) 27 (22.5%) -
4G/5G, n (%) 45 (44.6%) 50 (41.7%) 0.03 -
5G/5G, n (%) 46 (45.5%) 43 (35.8%) -
n: nimero.
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Tabla 6. Distribucién del genotipo 4G/5G y frecuencia alélica del polimorfismo en el
gen del PAI-1 entre ambos grupos.

Casos Controles Valor de p
(n=101) (n=120)
Genotipo
4G/4G n (%) 10 (10) 27 (22.5) 0.03
4G/5G n (%) 45 (44.5) 50 (41.7)
5G/5G n (%) 46 (45.5) 43 (35.8)
Frecuencia Alélica
4G n (%) 65 (32.32) 104 (43.35) 0.01
5G n (%) 137 (67.8) 136 (56.65)

PAI-1= Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1
8=Prueba de t de Student
*Prueba de X?
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Tabla 7. Distribucién del genotipo C677T y frecuencia alélica del polimorfismo en el

gen de la enzima 5,10 MTHFR entre ambos grupos.

Casos Controles Valor de p
(n=101) (n=120)
Genotipo
C/IC n (%) 21 (20.8) 28 (23.3)
C/IT n (%) 46 (45.6) 53 (44.2) 0.90
TT n (%) 34 (33.6) 39 (32.5)
Frecuencia Alélica
C n (%) 88 (43.6) 109 (45.4) 0.01
T n (%) 114 (56.4) 131 (54.6)

MTHFR= Metilentetrahidrofolato reductasa
8-prueba de t de Student
*Prueba de X?
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Tabla 8. Analisis de Regresidn Logistica de factores asociados con cardiopatia
isguémica sin lesiones coronarias en sujetos mexicanos.

Coeficiente Wald Odds Ratio
VARIABLE Beta (p) (Intervalo de Confianza 95%)
Tabaquismo 2.21 <0.001 9.13 (3.67-22.72)
Hipertension 3.66 <0.001 39.0 (15.19-100.52)
Edad 0.051 0.005 1.05 (1.01 — 1.09)
Constante -5.03 <0.001 -
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Grafica 1.

FRECUENCIA DE GENOTIPOS DEL POLIMORFISMO 4G/5G DEL PAI-1
EN SUJETOS MEXICANOS CON CARDIOPATIA ISQUEMICA NO
ATEROSCLEROSA Y EN SUJETOS CONTROL SANOS.

p=0.03

CONTROLES +

[ 4G/14G
1 4Gi5G
CASOS =
L] T T 1 1
0 20 40 60 80 100
Frecuencia Relativa (%)
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Gréafica 2.

DISTRIBUCION DEL GENOTIPO C677T DE LA ENZIMA 5,10 MTHFR
EN SUJETOS MEXICANOS CON CARDIOPATIA ISQUEMICA NO
ATEROSCLEROSA'Y EN SUJETOS CONTROL SANOS.

CONTROLES =

CASOS +

p=0.90

)
20 40 60 80 100

Frecuencia Relativa (%)
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Grafica 3.

Grafica de Forrest-Plot de Riesgos Crudos de acuerdo a

la Distribuciéon de Genotipos del Polimorfismo 4G/5G del

Inhibidor de Plasmin6geno-1 en Sujetos mexicanos con
Cardiopatia Isquémica No Aterosclerosa.

Genotipo Odds Ratio
(1C95%)
= 4G/AG  0.38(0.15-0.86)
+ 4G/5G 1.12 (0.63-1.98)
. 5G/5G  1.49(0.84-2.66)

0.1 1
Beneficio Riesgo
Odds Ratio
IC 95%

IC 95%: Intervalo de Confianza 95%

Valor p

p=0.01

p=0.68

p=0.09
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Grafica 4.

Grafica de Forrest-Plot de Riesgos Ajustados para la presencia de
Cardiopatia Isquémica No Aterosclerosa en sujetos mexicanos.

Variable Odds Ratio Valor p
(1C95%)
— Tabaquismo 9.13(3.67-22.7) p<0.001
= Hipertensién 39 (15.19-100.5) p<0.001
m- Edad 1.49(1.01-1.09) p=0.005
0.5 5 50
Beneficio Riesgo
Odds Ratio

1C 95%

IC 95%: Intervalo de Confianza 95%
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