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RESUMEN

Antecedentes: El sindrome metabdlico (SM) incluye un conjunto de condiciones:
hipertension arterial, hiperglucemia/diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias vy
obesidad. Cuando se presentan juntas incrementa el riesgo de enfermedad
cardiovascular (infarto agudo al miocardio (IAM) y/o enfermedad vascular cerebral
tipo isquémico). Un incremento en el inhibidor-1 activador del plasmindgeno (PAI-
1) y una disminucion de la actividad del plasminégeno podrian ser considerados
parte del SM, asociado a un incremento de riesgo cardiovascular (RCV) vy
anormalidades fibrinoliticas. Niveles altos de PAI-1 disminuyen la fibrinolisis y
promueven la aterotrombosis. 8

Objetivo: Evaluar la expresion fenotipica (niveles de antigenos PAI-1) entre los
sujetos con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y sindrome metabdlico (SM) antes de las
manifestaciones clinicas de aterotrombosis y su relacion con el polimorfismo 4G /
5G del gen PAI- 1.

Métodos: Se realizdé un ensayo observacional y transversal en un hospital de la
Ciudad de México de mayo de 2010 a septiembre de 2011. SM fue definido por los
criterios de la Federacion Internacional de Diabetes. Los niveles de PAI-1 y el
polimorfismo 4G / 5G se determinaron por analisis ELISA y PCR-RFLP.

Resultados: Se inscribieron 215 sujetos con DM2 mas SM, y 307 sujetos controles.
Los sujetos con DM2 mas SM tuvieron mayores niveles de PAI-1 que el grupo de
referencia (58,4 £ 21 vs 49,9 + 16 ng / mL, p = 0,026). El modelo con componentes
de SM explico solo el 12% de la variabilidad en los niveles de PAI-1 (R2=0,12, p =
0,001), conun B =0,18 (p = 0,03) para la hipertension, 3 =-0,16 (p = 0,05) para NL
HDL-c,y B = 0,15 (p = 0,05) para los triglicéridos NL.

Conclusién: Los sujetos con DM2 mas SM tienen niveles elevados de PAI-1 antes
de las manifestaciones clinicas de la enfermedad aterotrombdtica. Los factores
metabdlicos tienen una contribucién mas importante que el polimorfismo 4G / 5G en
la variabilidad plasmatica de PAI-1.

Palabras clave: Fibrindlisis, PAI-1, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico,
aterotrombosis.



ABSTRACT

Background: metabolic and genetic factors induce plasminogen activator inhibitor
type-1 (PAI-1) overexpression; higher PAI-1 levels decrease fibrinolysis and
promote atherothrombosis. Aim: to assess PAI-1 antigen levels among subjects with
type 2 diabetes mellitus (T2DM) plus Metabolic Syndrome (MetS) before clinical
manifestations of atherothrombosis, and the contribution of metabolic factors and
4G/5G polymorphism of PAI-1 gene in PAI-1 plasma variability. Methods: we
conducted an observational, cross-sectional assay in a Mexico City's hospital from
May 2010 to September 2011. MetS was defined by the International Diabetes
Federation criteria. PAI-1 levels and 4G/5G polymorphism were determined by
ELISA and PCR-RFLP analysis. Results: we enrolled 215 subjects with T2DM plus
MetS, and 307 controls. Subjects with T2DM plus MetS had higher PAI-1 levels than
the reference group (58.4 * 21 vs. 49.9 + 16 ng/mL, p=0.026). A model with
components of MetS explained only 12% of variability in PAI-1 levels (R? = 0.12,
p=0.001), with a 8=0.18 (p=0.03) for hypertension, 5=-0.16 (p=0.05) for NL HDL-c,
and B=0.15 (p=0.05) for NL triglycerides. Conclusion: subjects with T2DM plus
MetS have elevated PAI-1 levels before clinical manifestations of atherothrombotic
disease. Metabolic factors have a more important contribution than 4G/5G
polymorphism in PAI-1 plasma variability. Keywords: fibrinolysis, PAI-1, type 2

diabetes mellitus, the Metabolic Syndrome, atherothrombosis.



INTRODUCCION

El Sindrome Metabdlico (SM) se caracteriza por un conjunto de factores, los cuales
predisponen al individuo a desarrollar enfermedad ateroesclerética vascular '2. El
SM fue descrito por primera vez por Raven en 1988, y puede estar conformado por
dos o mas componentes como la hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertension,
obesidad abdominal e intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2 (no insulino-
dependiente)® Los individuos con SM tienen un incremento en el riesgo de
desarrollar Diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. En 1999 Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)? utiliza el nombre de “Sindrome
Metabdlico” para formalizar el conjunto de factores como una entidad clinica. EI SM
afecta aproximadamente un 25% del total de la poblacién adulta de los estados
Unidos de Norteamérica, lo que representa mas de 70 millones de residentes
americanos®.

Aunque es mas frecuente en el género femenino, poblaciones Africana-Americana,
hindu, hispanos y del Sur de Asia. Diversos estudios han demostrado que existe
una prevalencia similar entre las poblaciones a nivel mundial®>'3. En paises como
Finlandia y Suecia 8, la presencia del SM es del 10 al 15% en mujeres y hombres.
Se ha observado un incremento en el desarrollo del SM en las poblaciones
hispanos, arabes, chinos y del Sur de Asia '*'® en las cuales existe un cambio de
vida caracterizado por una disminucién en la actividad fisica y un incremento en la
ingesta de alimentos con alto contenido calo6rico. En nuestro pais, un estudio
multicéntrico identificd que la presencia de factores de riesgo cardiovascular como
el sobrepeso e hipertension se encuentran en un 71.9% y un 26.5%
respectivamente del total de la poblacion estudiada, constituyendo dos
componentes del sindrome metabdlico en los Mexicanos'®. En el estudio CARMELA
llevado a cabo en seis paises latinoamericanos se identificd que la prevalencia de
hipertension es similar entre los participantes, mientras que la hipercolesterolemia,
fue el componente mas frecuente entre los paises participantes™”.

Una de las caracteristicas principales del SM es la diabetes mellitus (DM),

intolerancia a la glucosa, o resistencia a la insulina. Sin embargo existen



condiciones adicionales en este sindrome, las cuales no son incluidas en la
definicion por la OMS como son: marcadores que caracterizan un estado de
inflamacion, anormalidades en la coagulacion sanguinea como un incremento en el
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo-1 (PAI-1), elevacién de la
concentracion de fibrindbgeno, incremento en los niveles de las lipoproteinas de baja
densidad y acido urico '8. Los niveles de de PAI-1 correlacionan significativamente
con los componentes del sindrome metabdlico y con el grosor de intima de la

carotida, lo que explica en parte el incremento del riesgo cardiovascular. 33

El Inhibidor del activador del Plasminégeno tipo-1 (PAI-1) como componente
del Sindrome Metabdlico.

El PAI-1 es una glicoproteina que esta compuesta por 379 aa., con un peso
molecular de 50 kDa %, con actividad enzimatica, el cual se une al activador del
plasmindgeno tisular (tPA) de una y dos cadenas, pero no reacciona con el activador
del plasminégeno tipo urocinasa (uPA) de cadena sencilla. De igual manera que
otras serpinas, el PAI-1 lleva a cabo su accién inhibitoria sobre el t-PA mediante
la formacion de un complejo reversible estequiométrico 1:1 2° (Fig. 1). El PAI-1 es
eliminado de la circulacion por las células hepaticas 2'. El PAI-1 es sintetizado por
diversos tipos celulares como son: las células endoteliales, plaquetas, adipocitos,
placenta, hepatocitos, células del musculo liso vascular y monocitos/macréfagos 22,
El PAI-1 se almacena unicamente en la plaqueta, sin embargo es secretado en
forma rapida posterior a su sintesis. Se ha demostrado que exhibe un ritmo
circadiano por lo que la concentracion plasmatica es mayor en la mafana y mas
baja durante la tarde o noche. PAI-1 circula en su forma activa formando un
complejo con la glicoproteina vitronectina, la cual estabiliza su conformacion activa

e incrementa su vida media 3.



Figura 1. Esquema de la activacidon e inhibicion del sistema fibrinolitico.
Normalmente el activador del plasmindgeno tisular (t-PA) circula en el plasma como
un complejo con el inhibidor del activador del plasmindgeno tisular (PAI-1) en forma
estequiométrica 1:1. Las reacciones son llevadas a cabo sobre la superficie del
coagulo de fibrina. El plasmindgeno es activado por el activador tipo tisular (t-PA) o
tipo urocinasa (u-PA). ElI complejo plasmindégeno, t-PA y fibrina promueven la
formacion de plasmina y la subsecuente lisis de la malla de fibrina en fragmentos
de bajo peso molecular denominados productos de degradacion de la fibrina. EI PAI-

1 también se une a la fibrina logrando retener su actividad inhibitoria sobre t-PA.
(Blood 1987; 69: 381-387).

La concentracion plasmatica de PAI-1 esta incrementada en los pacientes con
enfermedad arterial coronaria 2426, y es factor de riesgo para eventos coronarios en
sujetos con angina 2’ y para un segundo episodio de Infarto Miocardico en sujetos
quienes lo han presentado previamente 2. Las concentraciones plasmaticas de
PAI-1 se correlaciona con componentes del sindrome de resistencia a la insulina
como el indice de masa Corporal (IMC) 2932 presién arterial 33, triglicéridos
plasmaticos e insulina 3436 El incremento en los niveles de PAI-1 es un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de diabetes tipo 2 en sujetos sanos como
se demostré en el estudio IRAS, sugiriendo que podria considerarse como un

marcador de riesgo temprano para el desarrollo de SM y diabetes tipo 2. 343°
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El mecanismo por medio del cual PAI-1 se asocia con el desarrollo de SM fue
descrito por primera vez en 1986 por un grupo de investigadores y en la actualidad
esta perfectamente establecido 37-38.En los sujetos obesos existe un incremento de
PAI-1 circulante, asi como en los pacientes con Diabetes tipo Il. Entre mas severo
sea el SM mayor es la concentracion de PAI-1 3%, La concentracion plasmatica de
PAI-1 disminuye cuando existe una mejoria en la respuesta a la insulina*?. Ademas,
se ha demostrado que los medicamentos hipoglucemiantes como metformina
disminuyen los niveles plasmaticos de PAI-1 en sujetos con diabetes tipo Il y en
sujetos obesos normales 4’42, Por lo anterior se considera que el incremento en los

niveles de PAI-1 es un componente fundamental en el desarrollo del SM 43-44,

Posibles mecanismos que condicionan una sobreexpresion de PAI-1.

El proceso por el cual se sobre expresa PAI-1 es complejo e incluye diferentes
factores inductores, los cuales estan involucrados al mismo tiempo y en diferentes
sitios de la sintesis de la proteina, incluyendo la pared de los vasos sanguineos 4%
46

El incremento en la concentracion de PAI-1 no esta asociados a Interleucina 6 (IL-
6), fibrinbgeno o Proteina C reactiva (PCR), como se podria esperar debido a que
se considera un reactante de fase aguda 4’8, sino que esta asociado al tejido
adiposo y depodsitos de grasa ectopica como sitios moduladores de la
sobreexpresion de PAI-1 49-%0,

Diversos grupos de investigadores han identificado la habilidad de la célula adiposa
para sintetizar PAI-1 5153 en respuesta a un estimulo crénico a factor de necrosis

tumoral (FNT), insulina y factor de crecimiento transformador beta (FCT)-beta 5.

Asociacion del polimorfismo 4G/5G en el gen del Inhibidor del Activador del
Plasmindégeno tipo-1 (PAI-1) y el Sindrome Metabdlico.

Diversos estudios han identificado un polimorfismo en la regién promotora del gen
del PA1-1, el cual esta asociado con un incremento en la concentracién plasmatica
de PAI-1. En el humano el gen del PAI-1 se localiza en el cromosoma 7 y contiene

9 exones y 8 intrones. Se han descrito diversos polimorfismos en dicho gen. El
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polimorfismo mas importante se encuentra localizado en la regién promotora 675 bp
corriente arriba del sitio de inicio de la trascripcion (4G/5G). El incremento en la
transcripcion genética del PAI-1 se asocia con la variante de 4 bases de guanina
(el alelo 4 G), lo cual da como resultado la unién a una proteina del activador de
transcripcion del PAI-1, mientras que la variante de 5 bases de guanina (el alelo 5
G), se une a una proteina receptora que disminuye la union del activador (Fig. 2).
Los individuos homocigotos para el alelo 4G (genotipo 4G/4G) tienen
concentraciones 25% mas altas de PAI-1 que los sujetos que son homocigotos para
el alelo 5G (genotipo 5G/5G). 59 60.61.62

Los estudios llevados a cabo in vitro, han permitido identificar diferencias en la

capacidad de union a este sitio de las proteinas reguladoras de la transcripcion.

Figura 2. Estructura del gen del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1
(PAI-1) y el sitio de el polimorfismo 4G/5G, localizado en la region del promotor. El
polimorfismo 4G/5G localizado en la posicion -675 incrementa la transcripcion de
PAI-1 y por lo tanto la concentracién plasmatica de PAI-1. Lo anterior es debido a
que existe una diferencia en la capacidad de unién a proteinas reguladoras. La
secuencia de 4 bases de guanina (alelo 4 G) se une a una proteina facilitadora y a
una represora de la transcripcion, por lo que se asocia con un incremento en la
concentracion plasmatica de PAI-1, mientras que la secuencia de cinco bases de
guanina (alelo 5G) solo se une a una proteina represora por lo que la
concentracion plasmatica de PAI-1 es menor. (Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998; 18;20-
26.)
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Ademas, se ha demostrado que el incremento en la concentracion de PAI-1 es aun
mayor en presencia de hipertrigliceridemia % %6 También se ha observado que las
proteinas de muy baja densidad (VLDL) inducen un aumento en los niveles de la
transcripcion del promotor del PAI-1 a nivel de las células endoteliales, cuyo
mecanismo se debe a la existencia de un elemento de respuesta de las VLDL
denominado (VLDLRE), localizado en la region promotora del gen y su actividad se
incrementa por la presencia del polimorfismo 4G/5G, debido a su localizacion en
un sitio adyacente a la regidon corriente arriba del sitio de unién del factor de
transcripcion de induccion de las VLDL. Estos hallazgos dan una explicacion
molecular entre la asociacion de las VLDL y el incremento en la actividad plasmatica
de PAI-1, asi como para la interaccion entre el polimorfismo 4G/5G y los niveles

plasmaticos de triglicéridos %" (Fig.3).

Figura 3. Relacién entre la sintesis del inhibidor del plasmindgeno tisular tipo1 (PAI-
1) y el Sindrome Metabdlico. La caracteristica principal del dicho Sindrome es la
hiperinsulinemia, anormalidades en el metabolismo de la glucosa, hiper
trigliceridemia, baja concentracién sérica de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), hipertension y obesidad. La insulina, las moléculas tipo proinsulina, y las
lipoproteinas de muy baja densidad, directamente estimulan la trascripcion y
secrecion del PAI-1 por las células endoteliales. (JAMA. 2002; 283: 221-28)
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Existen diversos estudios que demuestran una asociacion entre la presencia del
polimorfismo 4G/5G y el incremento en la concentracion de PAI-1 en pacientes con
SM o alguna de sus complicaciones microvasculares. Funk y cols., demostraron
en una cohorte de 147 pacientes con diabetes mellitus, un incremento en el riesgo
para el desarrollo de retinopatia diabética en los sujetos portadores del alelo 4G ®8.
Algunos medicamentos hipoglucemiantes producen una disminuciéon en la
expresion del PAI-1 en las células adiposas, protegiéndolas a la resistencia a la
insulina promoviendo la diferenciacion del adipocito mediante un decremento en la
expresion del receptor gamma perixosomal activado®3.Algunos estudios han
demostrado una fuerte asociacidn entre la concentracion plasmatica de PAI-1 y el
ser portador del alelo homocigotos para el alelo 4G 4.

Como se ha mencionado en condiciones fisioldgicas el PAI-1 es secretado a la
circulacion o espacio extracelular por diferentes células, sin embargo en
condiciones patoldgicas la secrecion de PAI-1 es inducida por factores
proinflamatorios y pro-oxidativos por ejemplo TNF-a, factor de crecimiento-B (TGF-
B), angiotensina Il, glucocorticoides, hiper insulinismo, aumento del tejido adiposo
etc.

La asociacion entre PAI-1 y SM se establece al encontrar relacion directamente
proporcional entre la severidad del SM y los niveles de PAI-1. Se han planteado
diversas intervenciones para disminuir los niveles de PAI-1 4! Pero existe poca

informacion sobre los niveles de PAI-1 y el polimorfismo 4G/5G.

14



JUSTIFICACION

EL SM afecta aproximadamente un 25% del total de la poblaciéon adulta de los
Estados Unidos de Norteamérica, lo que representa mas cerca de 70 millones de
residentes americanos. En México en forma conjunta con la diabetes representa
una de las primeras causas de morbi-mortalidad.

En el servicio de urgencias el descontrol hipertensivo se situa en un 7% de la
prevalencia total de las urgencias atendidas. En un estudio llevado a cabo en
Hospital General del Centro Médico Nacional La Raza del IMSS, por el servicio de
urgencias médicas; se elaboro6 el diagndstico de Sindrome metabdlico en un 67.2%
de 110 pacientes con Diagnéstico inicial de Sindrome Coronario Agudo (SICA), de
los cuales 59.4% son hombres y 40.5% son mujeres.

La evaluacion del riesgo individual para enfermedad cardiovascular esta cambiando
en vista de la lista creciente de factores de riesgo involucrados. En este marco, el
inhibidor del activador del plasminégeno tipo -1 (PAI-1) es el principal inhibidor de
la fibrinolisis.*?

Los niveles plasmaticos de PAI-1 tienen una base de regulacién genética. La
sintesis del PAI-1 esta inducida por varios factores que afectan la transcripcién o la
estabilidad del ARNm. Niveles elevados de PAI-1 se han encontrado en una variante
polimérfica en el niumero de bases de guanina (4G en vez de 5G) en la posicidn
675, se han encontrado niveles elevados de PAI-1 en homocigotos para el alelo
4G, aun mayor en diabéticos tipo 2, enfermedad coronaria e hipertrigliceridemia.
Existen diversas variantes en los genes que codifican para dichas proteinas
genotipicas que condicionan alteracion de dichos elementos, los cuales no han sido
estudiados en nuestra poblacion como probables factores de riesgo para el

desarrollo del SM, por lo que consideramos importante su estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos se ha demostrado que existe una disminucion en la actividad
del sistema fibrinolitico debido a un decremento en la concentracion plasmatica de
PAI-1, produciendo un estado hipofibrinolitico, lo que favorece el desarrollo de un
evento trombaotico agudo en territorio cerebral o coronario. Debido a lo anterior se

propuso lo siguiente para determinar:

1) Asociacion entre el genotipo 4G/5G de PAI-1 y el Sindrome Metabdlico.
2) Asociacion entre el genotipo 4G/5G de PAI-1 y la concentracion plasmatica
de PAI (Fenotipo).

3) Asociacion entre la concentracion de PAI-1 y el Sindrome Metabdlico.

16



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cual es la asociacion entre el polimorfismo 4G/5G de PAI-1 y el Sindrome
Metabdlico?

2. ¢Cual es la asociacion entre el genotipo 4G/5G de PAI-1 y la concentracion
plasmatica de PAI-1 (expresion fenotipica)?

3. ¢Cual es la asociacion entre la concentracion PAI-1 y el sindrome

metabdlico?

17



OBJETIVOS

1. Determinar la asociacion del polimorfismo 4G/5G de PAI-1 y el Sindrome
Metabalico.

2. Determinar la asociaciéon entre el genotipo 4G/5G de PAI-1 vy la
concentracion plasmatica de PAI-1 (expresion fenotipica)

3. Determinar la asociacion entre la concentracion de PAI-1 y el sindrome

metabdlico?

18



HIPOTESIS GENERALES

1. El polimorfismo 4G/5G de PAI-1 se asocia al desarrollo del sindrome
metabalico.

2. El genotipo 4G/5G se asocia con la concentracién plasmatica de PAI-1
(expresion fenotipica)

3. Existe asociacion entre la concentracion de PAI-1 y el sindrome metabdlico.

19



METODOLOGIA

1.- LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.

El estudio se llevd a cabo en el servicio de Urgencias del Hospital General Regional
No. 1 Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro y en la Unidad de Investigacion Médica
en Trombosis Hemostasia y Aterogénesis del H.G.R. No 1 Dr. Carlos Mac Gregor

Sanchez Navarro.

2.- DISENO DE LA INVESTIGACION

Observacional, transversal

3.- DISENO DE LA MUESTRA

3.1 UNIVERSO DE TRABAJO

A) CASOS

Pacientes con diagnéstico de Sindrome Metabdlico ingresados al servicio de
urgencias del Hospital Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro del IMSS en el

periodo comprendido de agosto a noviembre del 2013.

B) CONTROLES
Individuos aparentemente sanos que acudan al Banco de Sangre del hospital

Dr. Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro del IMSS.

3.2. GRUPOS DE ESTUDIO:
A) Casos:

Pacientes con diagndstico de sindrome Metabdlico. (Anexo 4)

B) Controles:

Sujetos sanos sin diagndéstico de sindrome Metabdlico.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSION:

20



Casos:
1.- Pacientes de cualquier género.
2.- Mayores de 18 afnos y menores de 60 afos.

3.- Diagnostico de sindrome metabdlico.

Controles:
1. Pacientes de cualquier género

2. Mayores de 18 afos y menores de 60 afios

3.4 CRITERIOS DE NO INCLUSION

1. Que no aceptaron participar en el estudio

2. Antecedentes de enfermedades trombdticas previas.

3. Que ingieren medicamentos que modifiquen los factores que

modificadores de la expresion de los PAI-1 (anexo 5)

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Pacientes a los que no fue posible tomarles la muestra de sangre.
2. Pacientes que habiendo aceptado participar en el estudio no se

presentaron a la toma de la muestra.

VARIABLES

INDEPENDIENTE

Presencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del

plasminégeno tipo-1.

Definicion conceptual: Polimorfismo. El termino Polimorfismo genético, se refiere a

la presencia de multiples alelos en un determinado locus en una frecuencia de 1%

en una poblacion determinada.
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Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Nominal/ dicotdmica

Unidad de mediciéon: Presente/ausente
DEPENDIENTE

Presencia de Sindrome Metabodlico

Definicién conceptual:

Se diagnosticaron con Sindrome Metabdlico los sujetos que cumplieron 2 o

mas de los 5 siguientes criterios. (anexo 5)

CRITERIOS ACORDE A LA NCRP ATP Il PARA EL DIAGNOSTICO DE
SINDROME METABOLICO

1.

a >~ 0N

Perimetro abdominal (medida de la cintura) en hombres (>102 cm) y mujeres
(>88 cm).

Concentracion de triglicéridos (>150mg/dL)

Lipoproteinas de alta densidad ( hombre<40 mg/dL y mujeres <50mg/dL)
Presion arterial (>130/85 mmHg)

Nivel de glucosa en ayunas (>110mg/dL)

NCEP ATP Il = National Cholesterol Education Programme’s Adult Treatment
Panel Ill. JAMA. 2001; 285: 2486-97

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Nominal/ dicotdmica

Unidad de medicion: Presente/ausente
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METODOLOGIA

Se realiz6 un ensayo observacional, transversal en un Hospital de atencién
secundaria en la Ciudad de México desde mayo 2010 a septiembre de 2011. Se
realizaron pruebas consecutivas a sujetos aparentemente sanos, personal médico,
familiares de pacientes ambulatorios que acudieron a consultas médicas, y los que
fueron a seguimiento de rutina de la diabetes mellitus. El reclutamiento fue hecho
por invitacion a través de anuncios impresos e invitacion personal a las personas
para participar, todos aquellos interesados en conocer su estado de tolerancia a la
glucosa y factores de riesgo cardiovascular. Se incluyeron todos los individuos 218-
60 afnos de edad que aceptaron participar. Se obtuvo el consentimiento informado
de todos los sujetos antes de su inclusion. Criterios de exclusion: Sujetos con
diagnostico establecido de enfermedad aterotrombotica (es decir, infarto al
miocardio, angina, accidente cerebrovascular, ataque isquémico transitorio vy
enfermedad arterial periférica), cancer, trastornos autoinmunes, enfermedades
infecciosas agudas y crénicas y enfermedades hepaticas o renal, los que reciben
tratamiento inmunosupresor y receptores de trasplantes.

Los datos demogréficos y clinicos se recopilaron usando un cuestionario en una
entrevista privada realizada por un médico; la informacién contenida en la encuesta
incluyé edad, género, antecedente de tabaquismo, enfermedades previas, historia
familiar de diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares. Los parametros
antropométricos fueron tomados a todos los participantes por el mismo médico.
Circunferencia de cintura (CC) se midié en el punto medio entre la ultima costilla y
la cresta iliaca con los sujetos de pie y usando soélo ropa interior. El peso corporal
se midié con bascula de precisidén en ropa interior y sin zapatos. La altura se midio
en posicion de pie sin zapatos utilizando cinta métrica, mientras que los hombros
estaban en un estado normal. El indice de masa corporal (IMC) se calculé como el
peso en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado. La presion arterial
fue medida después de un descanso de 5 minutos en posicién sentada se tomaron
dos lecturas en intervalos de 5 minutos, la media entre las dos de fue considerada
como la presion sanguinea. Se obtuvieron muestras de sangre de los participantes

por puncion de la vena antecubital por la mafiana (Entre las 8:00 y las 10:00)
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después de un ayuno nocturno de al menos 8 horas. Las mediciones bioquimicas
incluyeron glucosa plasmatica de ayuno (FPG), hemoglobina glicosilada (HbA1c),
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) y triglicéridos. La capa
leucocitaria y plasma fueron congelados a -70°C para el posterior analisis
bioquimico y genético. PAI - 1 y el polimorfismo 4G / 5G del gen PAI-1 se
determinaron en todos los sujetos con DM2 mas sindrome metabdlico de acuerdo
con la Federacién Internacional de Diabetes (IDF) y el grupo de referencia.

La DM2 se defini6 como FPG = 126 mg / dL o HbA1c = 6.5% o diagndstico previo
[79]. El sindrome metabdlico se defini6 como obesidad central (una circunferencia
de cintura 290 cm para los hombres y 280cm para las mujeres de acuerdo con los
criterios IDF para la poblacion hispana) mas cualquiera de los siguientes factores:
(1) triglicéridos elevados = 150 mg / dL o tratamiento farmacolégico; (2) reduccién
de HDL-c <40 mg / dl en los hombres y <560 mg / dl en mujeres o bajo tratamiento
farmacoloégico especifico; y (3) una presion arterial sistdlica = 130 mm Hg o presion
arterial diastélica 285mmHg o uso de tratamiento antihipertensivo. Los sujetos eran
considerados fumadores si fumaban (regularmente u ocasionalmente, incluyendo
también ex fumadores definidos como personas que dejaron de fumar en menos un
afo antes del examen). Una historia familiar con enfermedad cardiovascular se
definié como infarto agudo al miocardio, accidente cerebrovascular, muerte subita
en hombre familiar de primer grado menor de 55 afios o mujer menor de 65 afos,
Sujetos sin DM2 ni Sindrome metabdlico fueron considerados como grupo control o

de referencia.

Determinacién de los niveles plasmaticos del antigeno PAI-1. PAI-1. Las
concentraciones plasmaticas se determinaron a partir de muestras de sangre entre
las 8:00 y las 10:00 am para evitar variaciones debidas al ritmo circadiano se
almacenaron en tubos con citrato como anticoagulante. Las muestras se
centrifugaron a 3000g por 25 min a las 4°C para evitar la contaminacion del plasma
con plaquetas. A continuacién, se almacenaron en alicuotas de 0.5 ml a -70°C hasta
su analisis. La concentracion plasmatica de PAI-1 se determind por inmuno ensayo
(ELISA) (Coaliza PAI - 1, Chromogenix, Milan, Italia).

24



Extraccion de acido desoxirribonucleico y genotipado. Se obtuvo acido
desoxirribonucleico gendémico (ADN) del concentrado leucocitario de sangre
periférica utilizando Comercial QlAamp ADN Mini Kit de Sangre (QIAGEN, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones. Genotipificacién del polimorfismo 4G /
5G en la region promotora de PAI - 1 se realizd mediante reaccién en cadena
polimerasa (PCR) usando los siguientes oligonucledtidos-: 5'-
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’ (Sentido) y 5 -
CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3" (Antisentido) [17]. Las condiciones de reaccién
fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial a 94°C 3 min seguido por 30 ciclos
de desnaturalizacién a 94°C 30 s, alineacion a 60°C durante 30 s, y una extension
paso a 72°C durante 30 s, seguido de un paso de extension lineal final A las 72°C
durante 1 min. Se obtuvieron los productos de amplificacion de 99 pb (5G) y 98 pb
(4G). Los productos de PCR fueron sometidos a la digestion con la enzima de
restriccion especifica Bsll (New Inglaterra Biolabs, Beverly, Massachusetts, EE.UU.)
alos 55°C. Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en el 3% de gel
de agarosa (Bio - Rad Laboratories, Hercules, California, USA) y visualizado usando
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Todas las muestras se procesaron por

duplicado. Algunas de las muestras fueron sujetas a secuenciacion.
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ASPECTOS ETICOS

A todos los pacientes se les entregd hoja de consentimiento informado de acuerdo
a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, sobre los Principios
Eticos para la Investigacién Médica que involucra sujetos humanos, adoptada por
la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio,
Japon 1975.

Los datos personales y los resultados obtenidos de todos los participantes son
estrictamente confidenciales. Solo se conocieron por el investigador.

Se hizo invitacion a participar en el protocolo a cada uno de los sujetos incluidos.
Se explicé a cada uno de ellos en forma detallada el procedimiento y que no
afectaria o modificara su tratamiento en caso de no aceptar su inclusion.

Se les entregd para su lectura y firma en caso de haber aceptado la carta de
consentimiento informado.

El Protocolo del fue revisado y aprobado por el Comité de Etica y Consejo de

Investigacion Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
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INFRAESTRUCTURA FISICA Y HUMANA DISPONIBLES

La Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis
(UIMTHA), esta situada en el sétano del Hospital General Regional Gabriel Mancera
(HGR GM), del Instituto Mexicano del Seguro Social cuenta con la infraestructura
requerida para llevar a cabo la genotipifcacion del polimorfismo PAI-1, asi como la

determinacion de la concentracion plasmatica de dicha proteina.
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ANALISIS ESTADISTICO

Analisis estadistico. Las variables continuas con distribucién normal se expresaron
como media + desviacion estandar. Aquellas con distribucion no paramétrica se
expresaron como mediana y rango intercuartil. Los datos categoricos fueron
expresados como numero total y porcentaje. Datos continuos fueron sometidos a
pruebas de normalidad; Variables no normalmente distribuidas se transformaron a
logaritmo natural (NL) antes de cualquier analisis estadistico. Las variables
continuas fueron comparadas entre los sujetos con DM2 mas sindrome metabdlico
y el grupo de referencia por el por t- de student. Las variables categoricas se
compararon entre ambos grupos por la prueba de X2. La frecuencia de los alelos del
polimorfismo 4G / 5G De acuerdo con las proporciones de equilibrio de Hardy-
Weinberg usando la prueba X-2. Los niveles plasmaticos de antigeno PAI-1 fueron
comparados entre homocigéticos 4G / 4G homocigoto, 5G / 5G y heterocigotos 4G
/ 5G en sujetos diabéticos mas sindrome metabdlico y el grupo de referencia
utilizando analisis unidireccional de varianza (ANOVA). Un analisis de correlacién
de Pearson fue utilizado para evaluar la asociacion entre variables continuas (tales
como edad, perimetro de cintura, HDL-c, triglicéridos, y FPG) y los niveles
plasmaticos de PAI-1. Un analisis de correlacion de Spearman se realizé para
evaluar la relacion entre variables categodricas (como género, presion arterial,
tabaquismo y genotipo) y niveles plasmaticos de PAI-1. Un analisis multivariado de
regresion lineal se realizé para desarrollar un modelo que incluyé solo variables de
correlacion lineal en el analisis bivariado (como las variables explicativas) con los
niveles de PAI-1 (como variable de respuesta) para estimar la contribuciéon
independiente de cada caracteristica a la variacibn en las concentraciones
plasmaticas de PAI-1. Se considerd estadisticamente significativo un valor p < 0,05
(bilateral). Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS (Paquete
Estadistico para las Ciencias Sociales) software estadistico

(Version 15: SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).
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RESULTADOS

Se reclutd una muestra total de 215 sujetos con DMT2 y sindrome metabdlico en
poblacién urbana de la Ciudad de México entre mayo de 2010 y septiembre de 2011
y se incluyeron 307 sujetos control, las caracteristicas clinicas y bioquimicas entre

los dos grupos se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacidn de las caracteristicas clinicas y bioquimicas entre sujetos diabéticos con el
Sindrome Metabdlico y el grupo de referencia.

C teristi SM Grupo de referencia Val
aracteristicas h=215 n=307 alor p
Edad (afios) 56 +10 48.5 £ 13.7 <0.0001
Mujeres, n (%) 138 (64.2) 206 (67.1) 0.55
GA (mg/dL) 136 [112-181] 90 [85-95] <0.0001
HbA1c (%) 5.4 [4.4-7.5] 3.9[3.6-4.2] <0.0001
IMC (kg/m?) 30.8+5 26.5+4.2 <0.0001
PA (cm) 100+£9.9 87.4+11.9 <0.0001
-Hombres =290 cm, n (%) 77 (35.8) 54 (17.5) <0.0001
-Mujeres > 80 cm, n (%) 138 (64.2) 138 (44.9) <0.0001
HDL-c (mg/dL) 35 [30-41] 46.4 [37.2-55.4] <0.0001
-Hombres< 40 mg/dL, n (%) 63 (29.3) 49 (15.9) 0.001
-Mujeres< 50 mg/dL, n (%) 126 (58.6) 111 (36.1) <0.0001
Hipertensidn, n (%) 129 (60) 40 (13) <0.0001
Trigliceridos (mg/dL) 205 [134-270] 118 [88-150] <0.0001
> 150 mg/dL, n (%) 152 (70) 79 (25.7)
PAI-1 (ng/mL) 58.4+21 49.9+ 16 0.026
Fumadores activos, n (%) 50 (23) 62 (20.2) 0.46
HF de AT n (%) 41 (19) 43 (14) 0.16

Las variables continuas con distribucién normal se expresan como media + desviacién estandar.
Las variables continuas con distribucién no normal se expresan como mediana [intervalo intercuartilico].
Las variables categodricas se expresan como el numero total y los porcentajes.

GA = glucosa plasmdtica en ayunas;

HbA1c = hemoglobina glicosilada; HDL-c = colesterol de lipoproteinas de

alta densidad;

HF de AT = historia familiar de enfermedad aterotrombdtica.
IMC = indice de masa corporal;

PA = circunferencia de la cintura;

PAI - 1 = inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1;

SM = el Sindrome Metabdlico;

Los individuos con DM2 mas sindrome metabdlico fueron de mayor edad (con una

edad media de 56 + 10 frente a 48,5 + 13,7 anos, p < <0,0001), con mayores niveles
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de FPG (136 (112 - 181) frente a 90 (85 - 95) mg / dl, p <0,0001), HbA1c 5.4 (4,4 -
7,5) frente a 3.9 (3,6 - 4,2)%, p < <0,0001), IMC (30.8 = 5 frente 2 26.5 + 4,2 kg / m?,
p <0,0001), perimetro de cintura (100 + 9.9 frente a 87.4 £ 11.9 cm, p < <0,0001), y
triglicéridos 205 (134-270) frente a 118 (88-150) mg / dL, p <0.0001) y menores
niveles de c-HDL 35 (30-41) frente a 46,4 (37.2-55.4) mg / dL, p <0,0001), cuando
se compara con el grupo de referencia como estaba previsto. El grupo de sujetos
con DM2 mas el sindrome metabdlico tenia obesidad central mas al menos uno de
las siguientes condiciones: 87.9% (n = 189) tenian menores niveles de HDL- ¢, 70%
(n = 152) tenian triglicéridos elevados y 60% (n = 129) tenian una presion arterial
elevada. No hubo diferencias entre género, tabaquismo, historia familiar de
enfermedad aterotromboética entre ambos grupos. Hubo una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles plasmaticos de PAI-1 entre los sujetos
con DM2 mas sindrome metabdlico y el grupo de referencia (58,4 + 21 versus 49,9
+ 16 ng / mL, p= 0,026) Figura 1.

120
110 + b=
100 + Figura 1. Se muestran los niveles
90 + ;
7:-' de antigeno PAI-1 en plasma
< 80
[-T+] . . sae s
S 70+ -" entre sujetos diabéticos mas
-
<—;: 60 + + , -
g n sindrome metabdlico y el grupo
50 +
a0 4 J_ de referencia. + = Media; P = valor de
30 + J_ p; PAIl - 1 = inhibidor del activador del
20 i . X -
2es Grupo de plasminégeno tipo 1; DM2 = Diabetes
DM2 +5M referencia Mellitus tipo 2; MetS = el sindrome

metabdlico.

La distribucion del genotipo de 4G / 5G polimorfismo de PAI-1 en el grupo con DM2
mas sindrome metabdlico fue 4G / 4G, 11,6% (n = 25), 4G/ 5G, 48,4% (n = 104), y
5G / 5G, 40% (n = 86), con una frecuencia alélica de 35,8% (n = 154) para el alelo
4G (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de genotipos y frecuencias alélicas del polimorfismo -675 4G / 5G del gen
PAI-1 en sujetos diabéticos con sindrome metabdlico y el grupo de referencia.
SM Grupo de referencia

n=215 n=307 Valor p’
Genotipo, n (%)
4G/4G + 4G/5G 129 (60) 185 (60.3) 1.0
5G/5G 86 (40) 122 (39.7)
4G/4G 25 (11.6) 26 (8.5) 0.30
4G/5G 104 (48.4) 159 (51.8)
Frecuencia de Alelos, n (%) 0.67
4G 154 (35.8) 211 (34.4)
5G 276 (64.2) 403 (65.6)

Las variables categdricas se expresan como el nimero total y los porcentajes. PAl - 1 = inhibidor del activador del

plasmindgeno tipo 1; SM = el Sindrome Metabdlico; * = Prueba X2.

No hubo diferencias estadisticas en la distribucion del genotipo y la frecuencia
alélica cuando se compard con el grupo de referencia. Sujetos con DM2 mas
sindrome metabdlico homocigotico para el alelo 4G / 4G presentd los niveles
plasmaticos mas elevados de PAI-1 (56.7 (48.5- 73.7) ng / ml), seguido por el alelo
heterocigético 4G / 5G (52.7 (43.9-70.2) ng / mL), con la concentracion mas baja
para el alelo homocigoto 5G / 5G (50.1

(39.1-63.3) ng / mL), pero sin diferencias estadisticas significativas entre los tres
genotipos por la prueba ANOVA (4G/4G frente 5G/5G, p = 0.58; 4G/5G frente
5G/5G, p=0.39; 4G74G frente 4G/5G, p =0.98) (figura 2 (a)). El grupo de referencia
mostro niveles plasmaticos de PAI-1 similares en los tres genotipos; homocigoticos
4G/4G tuvo una media de 44.2 (43-45.4) ng/m, heterocigéticos 4G/5G tuvo una
media d 44.4 (40.7- 58.1) ng/ml y el 5G/5G tuvo una media de 43.2 (36.5-57.7)
ng/ml, sin significancia estadistica (4G/4G frente 5G/5G, p = 0.60; 4G/5G frente
5G/5G, p = 0.88; 4G/4G frente 4G/5G, p= 0.64) (Figura 2(b)).
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Figura 2. En el diagrama se muestran niveles plasmaticos de antigeno PAI-1 entre sujetos con DM2
mas sindrome metabdélico (A) y el grupo de referencia (B), de acuerdo con la distribucion del

genotipo del polimorfismo -675 4G / 5G del gen PAI-1. A = 4G / 4G frente a 5G / 5G, p = 0,58; 4G / 4G frente
a4G/5G,p=0,98; 4G/ 5G frentea 5G / 5G, p=0,39 B=4G /4G frentea 5G/5G, p = 0,60; 4G / 4G frente a 4G / 5G, p =
0,64; 4G / 5G frente a 5G / 5G, p = 0,88

+ = Media; P = valor de p; PAI-1 = inhibidor del activador del plasmindgeno tipol.

El coeficiente de correlacion entre los niveles plasmaticos de PAI-1 factores
metabdlicos en sujetos con DM2 mas sindrome metabdlico se muestran en la Tabla
3.
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Tabla 3. Correlacion de las concentraciones plasmaticas del antigeno PAI-1 con factores
metabdlicos en sujetos diabéticos conl sindrome metabdlico

Total = 215 subjects

PA L HDL-¢ LN Tg GA Hipertension

PAI-1 0.15 -0.21 0.24 0.01 0.22

Las células muestran coeficientes de correlacion (significativo en negrita p < 0.05).
FPG = glucosa plasmatica en ayunas.

LN Tg = logaritmo natural de triglicéridos;

NL HDL-c = logaritmo natural del colesterol de lipoproteinas de alta
densidad;

PA = circunferencia de la cintura;

PAI - 1 = inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1;

Concentraciones plasmaticas de PAI-1 fueron asociados positivamente con niveles
elevados de logaritmo natural de triglicéridos (r = 0.24); p = 0.01). En contraste,
existe una relacion negativa entre los niveles plasmaticos de PAI-1 y el logaritmo
natural de HDL-c (r = -0.21; p = 0.01). El resto de las variables no tienen una
correlacion lineal: obesidad abdominal con perimetro abdominal (r = 0.15); p = 0.08),
Glucosa de ayuno (r = 0.01; p= 0.88), edad (r = -0.05; p = 0.53), genero (r =0.27; p
= 0.53), tabaquismo (r = 0.07; p = 0.42), y polimorfismo 4G/5G (r = 0. 06; p = 0.45).
La variabilidad en los niveles plasmaticos de PAI-1 explicada por los componentes
del sindrome metabdlico se muestra en la tabla 4. El modelo incluyé NL HDL-c, NL
triglicéridos, e hipertension; Este modelo solo explico el 12% de la varianza en los
niveles plasmaticos de PAI-1 (R? = 0.12; = 0.001). Componentes del sindrome
metabdlico fueron mucho mas determinantes en la variabilidad de PAI-1 que el
polimorfismo 4G / 5G, con un coeficiente de correlacion estandarizado (B)
estadisticamente significativo para hipertension 3: =0,18 (0.35a 0.012), p= 0.03; B
=-0.16 (-0.33 a -0.1 para NL HDL-c), p = 0.05; y p = 0.15 (0.01a 0.33), p = 0,05,

para los NL triglicéridos.
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Tabla 4. Variabilidad en niveles plasmaticos de antigeno PAI-1 explicados por los componentes
del Sindrome Metabdlico

Variable explicativa B (95% CI) Valor p
Hipertension 0.18 (0.35t0 0.012) 0.03
LN Trigliceridos 0.15 (0.01 t0 0.33) 0.05
LN HDL-c —0.16 (-0.33 to —0.01) 0.05

R? =0.12, F-statistic = 0.001
Las variables explicativas se enumeran verticalmente;
B = coeficiente de correlacion estandarizado (intervalo de confianza del 95%).
LN HDL-c = logaritmo natural del colesterol de lipoproteinas de alta densidad.
LN Triglicéridos = logaritmo natural de los triglicéridos.
R2 = coeficiente de determinacion representa el porcentaje de varianza explicado por las variables explicativas del
modelo.
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DISCUSION.

Se analizaron 215 sujetos con DM2 mas sindrome metabdlico de acuerdo a los
criterios IDF sin manifestaciones clinicas de enfermedad aterotrombdética atendidos
en hospitales de segundo nivel de atencién en la Ciudad de México y se compararon
con el grupo control (n=307). EI total de la muestra de sujetos con DM2 mas
sindrome metabdlico tenia elevado la circunferencia abdominal de acuerdo a los
parametros de la poblacion mas alguno de los siguientes factores: HDL-c bajo
(87.9%), hipertrigliceridemia (70%) e hipertension (60%). Resultados similares
fueron reportados de una sub-muestra representativa nacional seleccionada al azar
en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de 2006 (ENSANUT 2006), con una
prevalencia de 49.8% (IC del 95%, 47.5 a 52.1) casos con el Sindrome Metabdlico
usando la definicion de IDF, independientemente de la region geografica y la
situacion socioecondémica, predominantemente las mujeres (52,7%) [71]. La
frecuencia de los factores metabdlicos reportados por el estudio ENSANUT 2006 en
una submuestra de sujetos con DM2 mas el sindrome metabdlico fueron: 83% (95%
IC, 76.5 a 88) para HDL-c reducido, seguido del 65% (95% % IC, 56,5 a 72,6) para
la hipertension, y 46,7% (IC del 95%, 38,8 a 54,7) para los triglicéridos elevados
[71].

En el presente estudio, el grupo de sujetos con DM2 mas Sindrome Metabdlico
mostré mayores niveles de PAI-1 (58,4 £ 21 ng/ mL) en comparacién con el grupo
de referencia (499 + 16 ng / mL) con una diferencia con
significancia estadistica (p = 0,026). Los pacientes con DM2 mas el sindrome
metabdlico tenian niveles de antigeno PAI-1 por encima del corte considerado
normal (Valor de referencia: 2 a 47 ng / ml) incluso cuando algunos de ellos estaban
bajo tratamiento farmacolégico y mostraron FPG y niveles de HbA1c bajo rangos
considerados adecuados. La frecuencia de factores metabdlicos y las
concentraciones plasmaticas de PAI-1 varian entre las poblaciones.

PAI-1 fue dramaticamente mayor en sujetos caucasicos italianos con obesidad y
sindrome metabdlico por el Tercer Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol en Adultos Definicion del Panel de Tratamiento (NCEP ATP-IIl) que se

comparé con sujetos sanos sin obesidad (p <0,0001) [18].
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Un informe previo de la poblaciéon europea basada en la muestra mostro una
asociacion positiva e independiente entre los niveles de antigeno PAI-1 y la
presencia de sindrome metabdlico segun los criterios del NCEP ATP-III, reportan
una media de 126 (81,4-194,2) ng / mL para aquellos sujetos con sindrome
metabdlico versus 57,3 (35,5-99,7) ng / mL sujetos sin sindrome metabdlico (p
<0,001) [84]. Por otro lado, los datos de la encuesta de poblacién transversal
espanola reportan niveles mas altos de PAI-1 en presencia de sindrome metabdlico
o diabetes mellitus en el analisis bivariado, pero sin significacion estadistica en el
analisis multivariado [85]. En una muestra de sujetos malasios, no hubo diferencia
en los niveles de antigeno PAI-1 cuando los sujetos diabéticos con el Sindrome
Metabalico se compararon con los individuos con una mediana de 28,4 (26,5-30,5)
ng / mL versus 30,2 (27,1 - 33,7) ng / mL, respectivamente [86]. La variabilidad de
los niveles de antigenos PAI-1 entre poblaciones de sujetos con sindrome
metabdlico puede estar relacionado con diferencias en los criterios de seleccion
para el sindrome metabdlico (1), la prevalencia de componentes del sindrome
metabdlico en la poblacion (2), el tamano de la muestra (3), y la falta de analisis
para el efecto de la terapia farmacolégica en pacientes con dislipidemia,
Hipertension y DM2 (4). Los efectos pleiotropicos de las estatinas en la reduccion
de eventos cardiovasculares mas alla de la reduccion del colesterol en la sangre
incluyen una propiedad antitrombética de la mayoria de las estatinas, excepto la
pravastatina, que regula la expresion de PAI-1 a través de la inhibicidn de las
proteinas de la familia Rho [87]. Ademas, los ensayos clinicos sugieren que los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) pueden modificar
favorablemente los marcadores de hemostasia tales como como PAI-1, aunque los
datos reportados por diferentes autores todavia no estan claros [88]. Hay evidencia
que algunas moléculas como la Angiotensina |l pueden actuar como una potente
molécula fibrogénica independiente de sus efectos sobre la presion sanguinea
estimulando la sintesis de la matriz extracelular mediante la induccién del factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-B) la expresion y aumento de la transcripcion de
genes PAI-1 [89]. En contraste, hay algunos medicamentos como la pioglitazona,

gue no sélo mejoran la sensibilidad a la insulina, sino también puede retardar la
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aterogénesis preclinica en pacientes con DM2, al menos en parte por una reduccion
en la expresion PAI-1 [90]. A pesar de que en nuestra muestra algunos individuos
estaban bajo tratamiento con farmacos antihipertensivos, medicacion
hipoglucémica o estatinas, presentaron niveles anormales de PAl-1 en comparacion
con el grupo de referencia, lo que puede contribuir a un aumento del riesgo de
enfermedad aterotrombatica. Se necesitan mas estudios sobre los efectos
farmacolégicos en los niveles de PAI-1.

Después de la inclusion de todas las variables explicativas correlacionadas con los
niveles de antigeno PAI-1 en un modelo de regresion lineal mutivariable,
encontramos que los factores metabdlicos de mayor contribucion en la variabilidad
de los niveles de antigeno PAI-1 en pacientes con DM2 mas sindrome metabdlico
fueron Hipertension (8 =0,18; p =0,03), NL HDL-c (8 =-0,16; p = 0.05), y triglicéridos
de NL (B =0.15; p = 0.05). Niveles plasmaticos elevados de prorenina se encuentran
comunmente en pacientes diabéticos; y, ademas, se ha demostrado que la
prorenina a alta concentracién se une y activa el receptor prorenina / renina [(p)
RR] en células de musculo liso vascular in vitro, dando lugar a una mayor expresion
de PAI-1 a través de la angiotensina Il-por mecanismos independientes y
dependientes, lo que sugiere que los niveles elevados de prorenina en la diabetes
pueden contribuir a la progresion de la enfermedad aterotrombodtica [91]. La
hipertension podria tener un papel predominante en la formacién de la placa de
ateroma en lugar de ruptura. En un informe anterior de nuestro grupo, la
hipertension representaba el segundo factor de riesgo en pacientes con infarto
agudo de miocardio [76]. Ademas, el tratamiento de la hipertension sélo reduce el
riesgo de cardiopatia coronaria (CHD) en un 25%; el tratamiento de la
hipercolesterolemia en pacientes hipertensos reduce el riesgo de cardiopatia
coronaria mas del 35%, sugiriendo una relacion y un efecto sinérgico entre la
dislipidemia y la hipertensién [92]. Ambos factores metabdlicos, hipertension y
dislipidemia, representan un rasgo importante para el desarrollo de la
aterotrombosis y podria contribuir a un mayor riesgo cardiovascular por mecanismos
que incluyen un estado hipofibrinolitico. PAI-1 podria ser un nuevo marcador para

la evaluacion del riesgo cardiovascular para pacientes con hipertensiéon. Los niveles
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de antigeno PAI-1 deben ser monitoreados en pacientes hipertensos, y el
tratamiento debe ser enfocado para prevenir un estado hipofibrinolitico.

En sujetos con DM2 y sindrome metabdlico, la distribucion del genotipo fue del
11,6%, 48,4% y 40% para los alelos 4G / 4G, 4G / 5G y 5G / 5G, respectivamente,
con una frecuencia alélica del 35,8% para el alelo de riesgo 4G, con una diferencia
estadistica con el grupo de referencia. Esos resultados son consistentes con un
informe previo en sujetos sanos del oeste de México (con una frecuencia alélica del
34,1% para el alelo 4G), entre un grupo control de individuos jovenes (<45 afios) en
una publicacion anterior de nuestro grupo (con una frecuencia alélica de 28,4% para
el alelo 4G), y en nifilos mexicanos con obesidad y sin ella (frecuencia alélica 4G
alélica del 32,9% versus 26,4%) [93,94]. En contraste se han reportado variaciones
en la prevalencia del alelo 4G. El estudio Ateroesclerosis Resistencia a la Insulina
(IRAS) mostro una distribucion diferente del genotipo de del polimorfismo 4G / 5G
del gen PAI-1 entre los estadounidenses (28%), hispanos (38%) y blancos no
hispanos (52%) para el alelo de riesgo [78]. En una muestra de tres diferentes
grupos étnicos Sudafricanos, la frecuencia del alelo 4G fue menor en individuos
africanos (0,13) que en el indio (0,54) o blanco (0,58) [93]. En nuestra muestra,
sujetos homocigotos con DM2 mas sindrome metabdlico con el alelo 4G tenian
niveles mas altos de antigeno PAI-1 en comparacion con Homocigoto 5G sin
significacién estadistica (56,7 (48,5-73,7) frente a 50,1 (39,1 - 63,3) ng/ ml, p =
0,58). En varios estudios epidemiolégicos, clinicos y basicos, el alelo 4G ha sido
asociado con el aumento de los niveles plasmaticos de PAI-1 y los efectos de los
factores relacionados con el Sindrome Metabdlico [78,95,96]. Sin embargo, la
contribucion del polimorfismo 4G / 5G en PAI-1 la variabilidad parece ser menor. En
una muestra de 1328 participantes blancos no relacionados del Estudio
Framingham Heart, el polimorfismo 4G / 5G explicé sélo el 2,5% de la varianza
residual de los niveles circulantes de PAI-1, con el alelo 4G asociados con una
mayor concentracion de PAI-1 [97].

En una cohorte de 1032 sujetos blancos sin evidencia clinica de aterosclerosis del
sur de ltalia, la contribucion del polimorfismo 4G / 5G fue pequefio (=1%) en

comparacién con el IMC vy los triglicéridos (20%) en la variabilidad PAI-1[98]. Una
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muestra De 510 varones sobrevivientes de infarto de miocardio y 543 controles en
el estudio HIFMECH report6 un porcentaje de varianza explicada por el polimorfismo
4G / 5G de 1,12% (p = 0,004) [99]. En nuestra muestra, el genotipo 4G / 4G no
correlaciona con los niveles plasmaticos de PAI-1, por lo que no fue incluido en el
modelo. Diferencias en el trasfondo genético y la prevalencia de rasgos metabdlicos
entre las poblaciones son determinantes en la variabilidad de la expresion de PAI-1
y desarrollo de enfermedades cardiovasculares, limitando los resultados un grupo
étnico especifico.

El presente estudio exhibe un estado hipofibrinolitico en un grupo selectivo de
individuos con determinados antecedentes genéticos, con altos niveles de antigeno
PAI-1 antes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad aterotrombdtica. En
una publicacion anterior, hemos identificado niveles de proteina C reactiva y
fibrindgeno en individuos con DM2 cuando se compara con sujetos con tolerancia
normal a la glucosa. Condiciones proinflamatorias, protrombdéticas y un estado
hipofibrinolitico podrian aumentar el riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular [100].

Los puntos fuertes de nuestra investigacion incluyen las similitudes entre nuestra
muestra y la muestra poblacional de la ENSANUT 2006, asi como la matricula de
los sujetos con similar gravedad del sindrome metabdlico. Algunas limitaciones
incluyen la falta de analisis del efecto del tratamiento con estatinas, inhibidores de
la ECA, bloqueadores de los receptores de la angiotensina, y los farmacos
sensibilizadores de insulina en la concentracion plasmatica de PAI-1. Analisis
futuros deben incluir el posible efecto de la medicacidn sobre la variabilidad de PAI-

1y la relacién de los niveles de PAI-1 en pacientes con hipertension.
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CONCLUSIONES

Los sujetos con DM2 agravada por el Sindrome Metabdlico tienen niveles
plasmaticos elevados de antigeno PAI-1 antes de las manifestaciones de la
enfermedad aterotrombotica. En nuestra muestra,

Factores metabolicos (hipertension, HDL-c baja e hipertrigliceridemia) tienen una
contribucion mas importante que el polimorfismo 4G / 5G en los niveles plasmaticos
de PAI-1 de sujetos con DM2 mas Sindrome Metabdlico. Sin embargo, Los factores
metabdlicos solo explicaron 12% de la variabilidad PAI-1.

Como hemos demostrado en estudios previos, el plasma las concentraciones de
PAI-1 fueron mayores en pacientes jovenes con Infarto de miocardio y la
hipertension fue la segundo factor de riesgo cardiovascular mas frecuente, Seguido
de dislipidemia [12]. Hallazgos anteriores y recientes apoyan la idea que la
caracterizacion de biomarcadores emergentes de fibrindlisis como PAI-1 debe
medirse para la vigilancia de la transicion a un estado saludable a través del
desarrollo del sindrome metabdlico a la enfermedad aterotrombética y para fines de
prevencion en individuos con alto riesgo de enfermedad aterotrombatica con el fin
de ayudarnos a identificar para los tratamientos de orientacién correctos y evitar
futuras complicaciones aterotrombaticas, como el miocardio

Infarto y accidente cerebrovascular.
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ANEXOS
ANEXO 1
METODOLOGIA DE LA OBTENCION DE LOS NIVELES DE DIMERO-
Extraccidon de la muestra sanguinea: Se extraera de la vena antecubital 5 ml de
sangre total (teniendo cuidado de que el torniquete no sea aplicado con mucha
tension), la cual sera colectada en un tubo conteniendo EDTA, el cual sera
centrifugado a 2500 g por 10 minutos. Posteriormente la capa superior (plasma)
sera retirada cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente capa en donde
se encuentra localizado el contenido de células mononucleares (buffy coat), la cual
sera transferida con una pipeta de transferencia de plastico estéril a un tubo de
plastico eppendorf estéril de 1.5 ml libre enzimas (RNasas y DNasas). Finalmente
el concentrado eritrocitario, el cual se encuentra en la capa inferior se desechara en
un contenedor destinado para material (residuos peligrosos).
Extraccion de ADN: Se utilizara el equipo comercialmente disponible de la marca
Qiagen (QlAamp DNAMini Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la
compafia. Una vez extraido el ADN se procedera a su conservacion en un
refrigerador a-70 ° C, hasta que sea utilizado para la amplificacion de los segmentos
correspondiente.
Determinacién del genotipo del PAI-1:
Identificacion de fragmentos polimérficos: Una vez amplificado el producto se
procedera a su corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2%, y sera
posteriormente tefiido con bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/ml y se
visualizara usando un transiluminador de luz ultravioleta cuya imagen sera grabada
en un film y cada paciente sera clasificado en uno de los tres grupos: 4G/4G. 4G/5G
0 5G/5G.
Determinacion de la concentracion plasmatica antigénicos de PAI-1: Su
fundamento se basa en la reaccidon inmunoenzimatica llevada a cabo por un
anticuerpo monoclonal dirigido al PAI-1, el cual ha sido previamente fijado sobre la
superficie de la pared del microplato, el cual se unira al PAI-1 contenido en la

muestra. Posteriormente se adicionara un cromogénico el cual desarrollara color
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que sera proporcional a la concentracion antigénica de PAI-1 contenido en la

muestra.

ANEXO 2
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION CLINICA

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO 4G/5G EN EL INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL
PLASMINOGENO TIPO-1 (PAI-1) Y SU CORRELACION CON LA CONCENTRACION PLASMATICA
EN PACIENTES CON SiINDROME METABOLICO

Lugar y México, CDMX, a de de 2013
Fecha

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de

investigacion titulado:

AOSCIACION DEL POLIMORFISMO 4G/5G EN EL INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL
PLASMINOGENO TIPO-1 (PAI-1) Y SU CORRELACION CON LA CONCENTRACION PLASMATICA
EN PACIENTES CON SINDROME METABOLICO

Registrado ante el Comité Local de Investigaciéon o la CNIC

con el numero:

El objetivo del estudio

es:

ASOCIACION EL POLIMORFISMO 4G/5G EN EL INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO
TIPO-1 (PAI-1) Y SU CORRELACION CON LA CONCENTRACION PLASMATICA EN PACIENTES CON
SINDROME METABOLICO

Se me ha explicado que mi participacion

consistira en:
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Responder preguntas sobre la evolucién de mi enfermedad y sobre mi persona. Seran obtenidas muestras
de sangre. Cierta parte mi sangre sera utilizada para realizar estudios en mis genes. Mi participacion en el

estudio no tendra costo alguno.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y

beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos de la participaciéon en el estudio: La toma de sangre puede causar molestias temporales o

moretones en el sitio de puncioén y en algunas ocasiones puede haber desmayo.

Beneficios de la participacion en el estudio: Los beneficios de la participacion en el estudio son evaluar la

posible asociacién del polimorfismo 4G/5G del PAI-1, su correlacion plasmatica con dicha proteina y el

Sindrome Metabdlico.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a

cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere

conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi

permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Investigador Responsable: Dra. en C. Irma Isordia Salas Matricula
7553706

Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas
relacionadas con el estudio:
56395822 Ext: 20883

Testigos
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ANEXO 3
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
HOSPITAL GENERAL REGIONAL No.1
DR. CARLOS MAC GREGOR SANCHEZ NAVARRO
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
PROTOCOLO: “ASOCIACION DEL POLIMORFISMO 4G/5G EN EL
INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO-1 (PAI-1) Y SU
CORRELACION CON LA CONENTRACION PLASMATICA EN PACIENTES
CON SINDROME METABOLICO”

Nombre:

No.Afiliacion:

Edad: Sexo: Tel:

Peso: Talla: IMC: Sedentarismo:__ Tabaqui
sSmo: AFD: AFEC:

DM: HAS: HDL VLDL
Tension Arterial Sistélica: Tensioén arterial sistélica:__
Micro albuminuria : Acido urico: LDL:
Glucosa: Colesterol:

Triglicéridos: Fibrinégeno:

Hemoglobina: Hematdcrito_:

Leucocitos: Plaquetas:

Presion diastalica: Presion sistdlica:

Medicamentos antihipertensivos:

Medicamentos hipoglucemiantes:
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Otro tipo de medicamentos:

AFD: Antecedentes Familiares de Diabetes

AFECV= Antecedentes Familiares de enfermedad cardiovascular

DM: Diabetes Mellitus  HAS: Hipertensién Arterial Sistémica

PAI-1: Inhibidor del activador del plasmindgeno

HDL: Lipoproteinas de alta densidad  LDL: Lipoproteinas de baja densidad
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

Polimorfismo 4G/5G en el gen del PAI-1:

Presente Ausente
4G/4G
4G/5G
5G/5G
Concentracion plasmatica de de PAI-1: ng/ml
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ANEXO 4

Criterios Diagnésticos de sindrome metabdlico

IDF (OBESIDAD 22) AHA (23) NCEP ATP lil (2 3) WHO (resisnenciaa la EIRG (hiper
insulina/diabetes + 22) insulinemia + 22)

Obesidad

Hiper trigliceridemia

Disminucion de HDL

Hipertension

Hiperglicemia

Otros

IMC > 30kg/m? o de
acuerdo a grupo étnico
perimetro de cintura

TG=150 mg/dL o
tratamiento para
dislipidemia
HDL<40mg/dL en
hombres o <50 en
mujeres

Sistélica =130 mmHg o
diastdlica 286 mmHg o
diagndstico previo de
hipertension.

Glucosa de ayuno > 100
mg/dL o diagnostico
previo de diabetes

Circunferencia
abdominal >40
pulgadas en hombre y >
35 pulgadas en mujeres

TG de ayuno 2150
mg/dL o tratamiento
para dislipidemia

HDL<40mg/dL en
hombres o <50 en
mujeres

TA mayor de 130/850
tratamiento para
hipertension

Glucosa de ayuno > 100
mg/dL o diagnostico
previo de diabetes

Circunferencia
abdominal >40
pulgadas en hombre y >
35 pulgadas en mujeres

TG de ayuno 2150
mg/dL o tratamiento
para dislipidemia

HDL<40mg/dL en
hombres o <50 en
mujeres

Sistélica =130 mmHg o
diastdlica 286 mmHg o
diagndstico previo de
hipertension.

Glucosa de ayuno > 100
mg/dL o diagnostico
previo de diabetes

Relacidn cintura cadera >
0.9 en hombres y >0.85
en mujeres.

IMC > 30 kg/m?

TG=150 mg/dL

HDL<35mg/dL en
hombres 0 <39 en
mujeres

>140/90 mmHg

Se requiere resistencia a
la insulina

Albumina uirinaria = 20
mcg/min o refiacion
albumina/creatinina >
30mg/g

Circunferencia
abdominal>94 cm en
hombre y >80 cmen
mujeres

TG>177 mg/dL

HDL<39mg/dL

TA mayor de 140/90
o tratamiento para
hipertensién

Se requiere
resistencia a la
insulina o insulina
plasmdtica arriba de
la percentila 75

IDF: Federacion internacional de diabetes, AHA: American Heart Association, NCEP ATP Ill: National Chjolesteroil Education Program-Adult Treatment Panel IlI,
WHO: World Healt Organization, EGIR: European Group for Study of Insulin Resistence
HDL: Lipoproteinas de alta densidad, IMC: indice de masa corporal, TG: Trigliceridos
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and Risk Stratification in the West Virginian Population

ANEXO 5

Factores que modifican la expresion de PAI-1

Factores de crecimiento:
- Factores de crecimiento (FGFE, FGF, FGT-a, FGT-B, FGF VE)

Elementos de la coagulacion

- Fragmentos de fibrina
- Trombina
- tPA

Elementos metabdlicos

-  Glucosa
-  Glucosamina

- Insulina
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- LDL oxidadas

- Trigliceridos

Hormonas
- Aldosterona
- Angiotensina
- Eritropoyetina

- Renina

Factores ambientales
- Hipoxia

- Radiaciones

Modificado de Eddy A. Plaminogen activator inhibitor-1 and the kidney. Am J
Physiol Renal Physiol 2002: 238 (2): F209-F220
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