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RESUMEN

Antecedentes. Factores metabdlicos y genéticos que inducen la sobre expresion
del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1); Los niveles méas altos
de PAI-1 disminuyen la fibrindlisis y promueven la aterotrombosis. Objetivo.
Determinar si existe asociacion de los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor
del activador del plasmindgeno tipo-1(PAI-1) y del R353Q del FVII con el
Sindrome Metabdlico (SM) en la poblacion mexicana y su correlacion con la
concentracion de ambas proteinas expresadas por dichos genes. Métodos. Se
realizé un ensayo observacional y transversal de 2012 a 2014. Se determinaron
los polimorfismos 4G/5G y R353Q por PCR-RFLP. La concentracion plasmética de
PAI-1 fue determinada por técnica de ELISA y el FVII por método coagulométrico.
Resultados. Se estudiaron 250 pacientes con SM y de 250 sujetos sin SM. La
edad con los pacientes con SM fue de 52.7+8.1 vs. 49.1+6.2 en el grupo control
con predominio de sexo femenino en ambos grupos (62.4% vs 63.2%,
respectivamente). En relacion a los factores de riesgo, mostraron diferencias: IMC
(p<0.01), Triglicéridos (p<0.01), Hipertensibn (p=<0.001), Antecedentes
Heredofamiliares para DM2 (p=0.01). La distribucion genotipica del polimorfismos
4G7%G fue similar entre pacientes con SM y controles (p=0.88). La distribucion
alélica fue 4G 36.0% en los casos y 35.6% en los controles p=0.89. Entre los
pacientes, la frecuencia del alelo R fue de 89.3 vs 92.6% de los controles. No se
identificé una diferencia estadisticamente significativa en la distribucién genotipica
(p=0.29) y la frecuencia alélica (p=0.30) del polimorfismo R353Q entre ambos
grupos. Conclusién. No existieron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo 4G/5G en pacientes
con SM respecto a los controles. Tampoco hubo diferencia en la distribucién
genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo R353Q en pacientes con SM
respecto a los controles. Sin embargo, pudimos identificar un incremento en la
concentracion plasmatica de PAI-1 y FVII de la coagulacién en los pacientes con

sindrome metabodlico en comparacién con el grupo control, pero no estuvo relacionada

con los polimorfismos 4G/5G o0 R353Q respectivamente.

Palabras clave: PAI-1, sindrome metabdlico, Factor VII. Polimorfismo.



ABSTRACT

Background. Genetic and metabolic factors can induce an increased Plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) . It has been demostrated that increased levels of PAI-1
are associated with a hipofibrinolysis and atherotrhombosis. Objetive. To
determine the association of 4G/5G polymorphism in the PAI-1 gene and the
R353Q in the coagulation FVII and Metabolic Syndrome (MS) in Mexican
population and their correlation with the expressed protein concentration of both
genes. Methods. In a case control study carry on from 2012 to 2014 a total of 250
patients with MS and 250 individuals without MS were included. The 4G/5G and
R353Q were determined by PCR-RFLP. PAI-1 plasma concentration was
determined by ELISA technique and FVII by coagulometric assay. Results. A total
of 250 patients with MS and 250 subjects without MS were included. The mean
age of patients was 52.7+8.1 vs. 49.1+6.2 in the control group with higher percent
of female in both groups (62.4% vs 63.2%, respectively). The risk factors
associated with an increased risk were: Body mass index (p<0.01), Triglycerides
(p<0.01), Hypertension (p=<0.001), Family History of T2DM (p=0.01). The
genotype distribution of 4G/5G polymorphism was similar between both groups
patients and controls (p=0.88). The allelic distribution was 4G 36.0% in the group
of patients and 35.6% in the control group p=0.89. Patients with MS the frequency
for the allele R was 89.3 vs 92.6% in controls. There was no statistical significant
difference in the genotype distribution (p=0.29) or allelic frequency (p=0.30) of
polymorphism R353Q polymorphism between both groups. Conclusion. There
was no statistical significant differences in the genotype or allelic distribution
4G/5G polymorphism between patients and controls. Also, there was no difference
in the genotype distribution or allelic frequency of R353Q polymorphism in both
groups. However, we identified an increased plasma concentration of PAI-1 and
coagulation FVII between patients and controls, but there was not influenced by
the polymorphisms 4G/5G or R353Q respectively

Key words: PAI-1, metabolic syndrome, Factor VII. Polymorphism.



INTRODUCCION

El Sindrome Metabdlico (SM) se caracteriza por un conjunto de factores, los
cuales predisponen al individuo a desarrollar enfermedad ateroesclerética
vascular?. El SM fue descrito 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 la
Organizacién 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 poblacion adulta de los Estados
Unidos de Norteamérica, lo que representa mas de 70 millones de residentes
americanos”.

Es mas frecuente en el género femenino en las poblaciones Africana-Americana,
hindd, hispanos y del Sur de Asia. Diversos estudios han demostrado que existe
una prevalencia similar entre las poblaciones a nivel mundial. La prevalencia del
SM alrededor del mundo es similar >*3. En paises como Finlandia y Suecia®, 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 como hispanos, arabes,

1415 an las cuales existe un cambio de vida caracterizado

chinos y del Sur de Asia
por una disminucion en la actividad fisica y un incremento en la ingesta de
alimentos con alto contenido cal6rico. En nuestro pais, un estudio multicéntrico
identificé que la presencia de factores de riesgo cardiovascular como el sobrepeso
y la hipertensién se encontraron en un 71.9% y un 26.5% en el total de la
poblacion estudiada, constituyendo dos posibles componentes del sindrome
metabdlico en los Mexicanos™®. En el estudio CARMELA llevado a cabo en seis
paises latinoamericanos identific6 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 inflamacién, anormalidades en la
coagulacion sanguinea como un incremento en el inhibidor del activador del
plasminégeno tipo-1 (PAI-1), elevaciébn de la concentracién de fibrinégeno,
incremento en los niveles de las lipoproteinas de baja densidad y &cido arico®®.

El Inhibidor del activador del Plasmindgeno tipo-1 (PAI-1) como componente
del Sindrome Metabdlico.
El PAI-1 es una glicoproteina que esta compuesta por 379aa., con un peso
molecular de 50 kDa'®, con actividad enzimatica, el cual se une al tPA de unay
dos cadenas, pero no reacciona con el 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 formacién de un complejo reversible estequiométrico 1:1%° (Fig. 1). El
PAI-1 es eliminado de la circulacién por las células hepéaticas™. El PAI-1 es
sintetizado por diversos tipos celulares como son: las células endoteliales,
plaguetas, placenta, hepatocitos, células del musculo liso vascular y
monocitos/macréfagos®. El PAI-1 se almacena Unicamente en la plaqueta, sin
embargo, es secretado en forma rapida posterior a su sintesis. Se ha demostrado
gue exhibe un ritmo circadiano por lo que la concentracion plasmética es mayor en
la mafiana 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

conformacioén activa e incrementa su vida media 2.



Figura 1. Esquema de la activacién e inhibicién 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 plasminégeno es activado por el activador tipo tisular
(t-PA) o tipo urinario (u-PA). El complejo plasmindgeno, t-PA vy fibrina promueven la formacién de
plasmina y la subsecuente lisis de la malla de fibrina en fragmentos de bajo peso molecular
denominados productos de degradacion de la fibrina. ElI PAI-1 también se une a la fibrina logrando
retener su actividad inhibitoria sobre t-PA.

La concentracion plasmatica de PAI-1 esta incrementada en los pacientes con

enfermedad arterial coronaria®*2°

, y es factor de riesgo para eventos coronarios en
sujetos con angina®’ y para un segundo episodio de Infarto Miocardico en sujetos
quienes lo han presentado previamente®®. Las concentraciones plasmaticas de
PAI-1 se correlaciona con componentes del sindrome de resistencia a la insulina
como el indice de Masa Corporal (IMC)***2, presién arterial®, triglicéridos
plasmaticos e insulina®%. 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. 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
estéa perfectamente establecido® . En los sujetos obesos existe un incremento de
PAI-1 circulante, asi como en los pacientes con Diabetes tipo 2. Entre mas severo
sea el SM, mayor es la concentracién de PAI-1%. La concentracion plasmaética de
PAI-1 disminuye cuando existe una mejoria en la respuesta a la insulina®.
Ademas, se ha demostrado que los medicamentos hipoglucemiantes como la
metformina disminuyen los niveles plasmaticos de PAI-1 en sujetos con diabetes

tipo 2 y en sujetos obesos normales**

. Por lo anterior se considera que el
incremento en los niveles de PAI-1 es un componente fundamental en el

desarrollo del SM**#4,

Posibles mecanismos que condiciones una sobreexpresion de PAI-1.
El proceso por el cual se sobre-expresa PAI-1 es complejo e incluye diferentes
factores inductores, los cuales estén involucrados al mismo tiempo y en diferentes

sitios de la sintesis de la proteina, incluyendo la pared de los vasos sanguineos*>
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6 El incremento en la concentracién de PAI-1 no esta asociado 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*"“®

, Sin0 que estéa asociado al tejido
adiposo y a depoésitos de grasa ectopica como sitios moduladores de la
sobreexpresién de PAI-19°°. Diversos grupos de investigadores han identificado
la habilidad de la célula adiposa para sintetizar PAI-1°1>® en respuesta a un
estimulo crénico al factor de necrosis tumoral (TNF), insulina y factor de

crecimiento transformador beta (TGF-p)>*.

Asociacién del polimorfismo 4G/5G en el gen del Inhibidor del Activador del
Plasmindgeno tipo-1 (PAI-1) y el Sindrome Metabdlico.
Estudios han identificado un polimorfismo en la region promotora del gen del PA1-
1, el cual es asociado con un incremento en la concentracion plasmética de PAI-1.
En el humano el gen del PAI-1 est& localizado en el cromosoma 7 y contiene 9
exones y 8 intrones. Se han descrito diversos polimorfismos en dicho gen. El
polimorfismo mas importante se encuentra localizado en la regién promotora
675bp corriente arriba del sitio de inicio de la trascripcion (4G/5G). El incremento
en la transcripcion genética del PAI-1 est4 asociado con 4 bases de guanina (el
alelo 4G), lo cual da como resultado la unién a una proteina del activador de
transcripcion del PAI-1, mientras que el de 5 bases de guanina (el alelo 5 G), se
une a una proteina receptora que disminuye la unién del activador (Fig. 2). Los
individuos homocigotos para el alelo 4G (4G/4G genotipo) tienen concentraciones
25% mas altas de PAI-1 que los sujetos que son homocigotos para el alelo 5G
(5G/5G genotipo). Los estudios llevados a cabo in vitro, han permitido identificar
diferencias en la capacidad de unién a este sitio de las proteinas reguladoras de la

transcripcion.
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Figura 2. Estructura del gen del inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) y el sitio del
polimorfismo 4G/5G, localizado en la region del promotor. El polimorfismo 4G/5G localizado en la
posicién -675 incrementa la transcripciéon de PAI-1 y por lo tanto la concentracidn 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 una 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 una
a una proteina represora por lo que la concentracion plasmatica de PAI-1 es menor.

Ademas, se ha visto que el incremento en la concentracion de PAI-1 es aun mayor
en presencia de hipertrigliceridemia®™® También se ha demostrado que las
proteinas de muy baja densidad (VLDL) inducen un aumento en los niveles de la
transcripcion del promotor del PAI-1 a nivel de las células endoteliales, cuyo
mecanismo se debe a la existencia de un elemento de respuesta de las VLDL
denominado (VLDLRE), localizado en la regién promotora del gen y su actividad
se incrementa por la presencia del polimorfismo 4G/5G, debido a su localizacién
en un sitio adyacente a la region 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
plasmética de PAI-1, asi como para la interaccion entre el polimorfismo 4G/5G y
los niveles plasmaticos de triglicéridos >’ (Fig.3).

12



Figura 3. Relacién entre la sintesis del inhibidor del plasminégeno tisular tipol (PAI-1) y el
Sindrome Metabdlico. La caracteristica principal del dicho sindrome es la hiperinsulinemia,
anormalidades en el metabolismo de la glucosa, hipertrigliceridemia y baja concentracién sérica de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), hipertensién 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

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 °%. Algunos estudios han demostrado un incremento en la
concentracion de PAI-1 en los sujetos homocigotos para el alelo 4G (4G/4G) en

comparaciéon con los homocigotos para el alelo 5G (5G/5G) %%

Algunos
medicamento hipoglucemiantes producen una disminucion 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®®. Algunos estudios han
demostrado una fuerte asociacion entre la concentracion plasmatica de PAI-1y el

ser portador del alelo homocigotos para el alelo.
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Disfuncion endotelial en el Sindrome Metabdlico.
El endotelio es considerado como el regulador mas importante de la homeostasis
manteniendo un balance entre vasodilatacion y vasoconstriccion, inhibicion y
estimulacién del crecimiento y migracion de las células musculares lisas y la
trombogénesis y la fibrindlisis. Cuando este equilibrio se rompe, produce lo que se
le denomina “Disfuncién endotelial”, causando dafio de la pared endotelial ®*°°
(Tabla 1).

Tabla 1. Mantenimiento de la homeostasis por el endotelio vascular.

= Regulacion de la permeabilidad vascular.

= El mantenimiento del tono vascular y por lo tanto de la presion arterial, mediante la liberacion
de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras.

= La capacidad de expresar moléculas de adhesion, que a su vez controlan el reclutamiento de
leucocitos al subendotelio, donde seran activados participando en el proceso inflamatorio.

= Lasintesisy liberacidn de sustancias reguladoras del crecimiento celular.

= La creacidon de una superficie no trombogénica que impida la coagulacién sanguinea en

condiciones fisioldgicas.

Entre los agentes vasodilatadores mas importantes estd el 6xido nitrico (ON),
prostaciclina, bradicinina y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio.
También, existen substancias vasoconstrictoras como que contribuyen a mantener
el tono vascular como son anién superéxido, factor derivado del endotelio,
tromboxano, angiotensina Il. (Tabla 2) Estos agentes no solo han sido
relacionados con el control de la regulacion arterial, sino también se ha

demostrado contribuyen al desarrollo de la aterosclerosis ¢’
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TABLA 2. SUBSTANCIAS DERIVADAS DEL ENDOTELIO.

ATEROGENICAS

VASOCONSTRICTORES

Endotelina, Angiotensina ll,

Factores constrictores derivados
del endotelio, Superéxido,
Tromboxano A,, Prostaglandina Hy,

Acetilcolina, Acido Araquidénico.

PROTROMBOTICOS

Endotelina-1, Fibrindgeno,

Factor Tisular, Tromboxano A,,

Oxido Nitrico, Factor de von Willebrand,

Activador del TAFI,
Receptor de la trombina,

Factor de activacion plaquetaria,

Sitios de union para: fibrina, Factor 1X, 1Xa,

X, Xa, XIl, precalicreina,

Inhibidor del Activador del Plasminégeno

tipo 1y 2 (PAI-1y PAI-2),

PROINFLAMATORIOS

CAMs (ELAMs, ICAMs, VCAMS),
Quimocinas, Factor nuclear k-B,
Proteina C Reactiva (PCR),

Factor de Necrosis Tumoral Alfa,

Interleucina 6 (IL-6).

PROLIFERATIVOS

ET-1, Angiotensina Il, Radicales libres,

Factor de crecimiento derivado de
Plaquetas, Factor de crecimiento de
Fibroblastos, Interleucinas,

Factor de crecimiento tipo insulina.

ANTI-ATEROGENICAS

VASODILATADORES

Oxido Nitrico, Prostaciclina Gl,

Histamina, Bradicinina, Serotonina

y sustancia P.

ANTI-TROMBOTICO

Prostaciclina, Prostaglandina E,,
Factor de von Willebrand,

Activador del Plasminégeno Tisular,
Sitios de unién a plasmindgeno,
Oxido Nitrico

ANTI-INFLAMATORIOS
Oxido Nitrico.

ANTIPROLIFERATIVO

Oxido Nitrico, Prostaciclina,

Sulfato de Heparan.

Tabla 2. Substancias derivadas del endotelio, las cuales le permiten llevar a cabo sus funciones para mantener un balance

vasomotor y la homeostasis entre el tejido vascular y el que lo rodea.
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En la actualidad se conoce que la disfuncién endotelial sea secundaria a la
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, ademas de otros componentes del
sindrome cardiometabolico®®®®. Se han descrito algunos factores que favorecen el
desarrollo de la disfuncién endotelial como la hiperlipidemia, hiperglicemia,
hipertension y tabaquismo (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de los factores de riesgo cardiovascular en el desarrollo de la trombosis arterial.

DIABETES MELLITUS:
Disfuncién endotelial.
Disminucion del poder de vasodilatacién vascular.
Incremento de la adhesidn y agregacion plaquetaria.
Incremento en la sintesis de tromboxano A2.
Incremento en los niveles de fibrindgeno y Factor von Willebrand.
Incremento en la actividad de PAI-1.
Aumento de la actividad procoagulante de los monocitos.

TABAQUISMO:
Incremento en la adhesidn y agregacion plaquetaria.

Incremento en el nivel plasmatico de fibrindgeno.

DISLIPIDEMIA:
Incremento en la adhesidn y agregacion plaquetaria.
Incremento en la sintesis y expresién del factor tisular.

Favorece el desarrollo del trombo.

HIPERTENSION ARTERIAL.:
Incremento en el nivel de fibrinégeno.
Incremento en la actividad plaquetaria.
Lesion endotelial (incremento del factor de von Willebrand).
Incremento en la permeabilidad vascular.

Favorece proliferacion de las células del musculo liso vascular.
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La disfuncién endotelial origina un desequilibrio en la produccién endotelial de los
factores que produce, como son: adhesion plaquetaria, agregacion vy
trombogenicidad sanguinea. Por lo tanto la disfuncion endotelial origina
agregacion plaquetaria en ciertas areas, liberacion de citocinas, factores de
crecimiento iniciando una respuesta inflamatoria. Después, de la primera
respuesta inflamatoria, se ha postulado que el colesterol de las LDL es mas activo
produciéndose un incremento en la oxidacién del miso lo que da origen a la
formacion de la placa. Ademéds, las células musculares lisas participan en el
proceso mediante la migracion dentro de la intima, proliferando e incrementando la
produccién de las proteinas de la matriz extracelular. La suma de estos procesos
da origen a la formacion de la placa aterosclerética ©°®. Algunos estudios han
demostrado que existe una disminucion de la funcién endotelial en los individuos
con disminucién en la tolerancia a la glucosa, diabetes o en sujetos con sindrome

metabdlico .

El polimorfismo R353Q en el gen del factor VIl de la coagulacion.
Como se menciond anteriormente, el sistema hemostatico participa en forma
importante en el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria, debido a su
contribucién en la formacién de la placa y crecimiento de la misma’®. En los
sindromes coronarios, el evento precipitante es la ruptura de la placa
aterosclerética con la formacién del trombo’*. La activacién de la via extrinseca de
la coagulacién es iniciada por la union del factor tisular y la formacion del complejo
con el factor VII de la coagulacion (FVII), cuyo incremento en su concentracion
plasmatica es considerado como factor de riesgo en los eventos coronarios en

pacientes jovenes’?.

El FVII es una glicoproteina de 50kDa vitamina K dependiente, con actividad de
serina proteasa sintetizada en el higado™. En el estudio Northwick Park Heart
(NPHS)™*, se demostré una asociacién entre la actividad procoagulante del FVII
(FVIl:c) y la enfermedad arterial coronaria, aunque esto no ha sido confirmado por
otros”>’’. Sin embargo, un anélisis 16 afios mas tarde del estudio NPHS encontré
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una significante asociacion entre los FVII y la incidencia de eventos cardiacos
fatales’®. Los resultados del estudio PROCAM corroboran estos hallazgos. Se ha
demostrado un incremento en la concentracion plasmatica del FVII en sujetos con

98l y en sujetos con diabetes tipo 2%. También, se ha

SM, en sujetos sanos
demostrado un incremento en los familiares en primer grado de sujetos con
diabetes tipo 2. La concentracion plasmética del FVII se relaciona con los niveles
de lipidos® especificamente con triglicéridos y proteinas de muy baja densidad
848> Estudios han demostrado una disminucion simultanea de las concentraciones
de triglicéridos y FVII cuando los pacientes reciben tratamiento para la
dislipidemia®. Se han descrito diferentes mecanismos para explicar la relacién
entre el FVII y los triglicéridos y VLDL. El FVII se une a los triglicéridos y a las
particulas de VLDL, y un catabolismo postprandial de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos prolonga la vida media del FVII, por lo que incrementa su
concentracién plasmatica®®®. Otro mecanismo es que las particulas lipidicas
tienen un rol promoviendo la activacién del factor VII¥¥. La hiperlipidemia es
asociada con activacion del sistema prekalikreina-kalikreina en vivo® %2
produciendo un incremento en los niveles del FVII por dicho sistema. Incremento
en los niveles plasmaticos de las VLDL probablemente afecten FVII en forma
directa mediante la generacion kalikreina o proporcionando una superficie con
carga negativa lo que produce un activacion de la via de la coagulacién
intrinseca®. En estudios recientes se demuestra una asociaciéon en los niveles
plasméticos del FVII y la presencia del polimorfismo originado por la substitucién
de una base de guanina por una de adenina en la posicion 353 en el exén 8
resultando una substitucion del aminoacido de arginina por uno de glutamina
(Arg/GIn) R353Q. La importancia de dicho polimorfismo es que en los sujetos que
son portadores del alelo conteniendo en su secuencia el aminoacido de glutamina
(GIn353), el nivel plasmatico del FVII es menor que aquellos que son homocigotos
para el alelo que contiene el a.a. de arginina (Arg353)* . Esto quiza produzca
una disminucién en la produccion por el hepatocito o incremente su catabolismo,
por lo tanto reduce su actividad circulante. La asociacion entre colesterol,

triglicéridos y FVII es méas importante en individuos con el alelo Arg35397%.
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Posteriormente se ha demostrado una interaccion entre el genotipo y la
concentracion plasmatica de triglicéridos debido a que la concentracién de estos
ultimos es mayor en los sujetos portadores del a.a. arginina en la molécula del

FVII que en los portadores de la secuencia con glutamina.
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JUSTIFICACION.

El Sindrome Metabdlico (SM) se caracteriza por un conjunto de factores, los
cuales predisponen al individuo a desarrollar enfermedad ateroesclerética
vascular. Los individuos con diagndstico de SM tienen un incremento en el riesgo
de desarrollar Diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. EI SM afecta
aproximadamente un 25% del total de la poblacién 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. Existen diversos estados que favorecen el
desarrollo del SM entre ellos tenemos anormalidades en el sistema hemostatico
como el incremento en los factores de coagulacion (FVII de la coagulacion) y en el
fibrinolitico como un incremento en la concentracién plasmatica del inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo-1 (PAI-1). 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 poblacién como
probables factores de riesgo para el desarrollo del SM, por lo que considero

importante su estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

GENERAL.

¢Existe asociacion de los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo-1 (PAI-1) y de R353Q en el FVII de la coagulacién
asociados con el SM en la poblacién mexicana?

ESPECIFICA.

1. ¢ Cuales es la concentracién plasmatica de PAI-1 en cada uno de los genotipos
del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasmin6geno
tipo-1?

2. ¢ Cudles es la concentracion plasmética del FVII de la coagulacién en cada uno
de los genotipos del polimorfismo R353Q?

HIPOTESIS.
Ho: Los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo-1(PAI-1) y del R353Q del factor FVII de la coagulacion no se

asocian al Sindrome Metabdlico en la poblacion mexicana.

Hi: Los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo-1(PAI-1) y del R353Q del factor FVII de la coagulacion se
asocian al Sindrome Metabdlico en la poblacién Mexicana.

ESPECIFICO.
1. La concentracion plasmatica de PAI-1 es mayor en los portadores del genotipo
4G/4G en comparacion de los portadores de los genotipos 4G/5G y 5G/5G.

2. La concentracion plasmatica del FVII es mayor en los portadores del genotipo

Q/Q en comparacion de los portadores de los genotipos R/Q y RR
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OBJETIVO.

GENERAL.

Determinar si existe asociacion de los polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor
del activador del plasmindgeno tipo-1(PAI-1) y del polimorfismo R353Q del FVII
con el desarrollo del Sindrome Metabdlico en la poblacién mexicana.

ESPECIFICO.
1. Determinar la concentracion plasmatica de PAI-1 en cada uno de los genotipos
del polimorfismo 4G/5G del gen del inhibidor del activador del plasminégeno

tipo-1.

2. Determinar la concentracién plasmética del FVII en cada uno de los genotipos
del polimorfismo R353Q en cada uno de los genotipos.

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS.

1.- LUGAR DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO.

El estudio se llevara a cabo en el Hospital General Regional No. 1 Carlos
MacGregor Sanchez Navarro y en la Unidad de Investigacibn Médica en
Trombosis Hemostasia y Aterogénesis del H.G.R. No 1 Dr. Carlos MacGregor

Sanchez Navarro.

2.- DISENO DE LA INVESTIGACION.

Transversal.
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3.- DISENO DE LA MUESTRA.

3.1 UNIVERSO DE TRABAJO.

A) Pacientes con diagnéstico de Sindrome Metabdlico del Hospital Carlos
MacGregor Sanchez Navarro del IMSS en el periodo comprendido de Enero de
2012 a Diciembre del 2014.

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

Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro del IMSS.

3.2. GRUPOS DE ESTUDIO.
A) Pacientes con diagnéstico de sindrome Metabdlico.

B) Controles sujetos sanos sin diagndstico de sindrome Metabdlico.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSION.
1.- Pacientes de cualquier género.

2.- Mayores de 18 y menores de 60 afios.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
1. Que decidan no ingresar al protocolo.

2. Que presenten enfermedades trombdéticas previas

Se diagnosticaron con Sindrome Metabdlico los sujetos que tenian 3 de los 5
siguientes criterios.

CRITERIOS ACORDE A LA NCRP ATP Ill PARA EL

DIAGNOSTICO DE SINDROME METABOLICO

1. Incremento en el perimetro central (medida de la cintura) en hombres (>102
cm) y mujeres (>88 cm).
Incremento en la concentracion de triglicéridos (=150mg/dL).
Lipoproteinas de Alta Densidad (hombre<40 mg/dL y mujeres <50mg/dL).

Incremento de Presion Arterial (=130/85mmHg).

a & 0D

Incremento del nivel de glucosa en ayunas (=110mg/dL).

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

INDEPENDIENTE.

1. Presencia del polimorfismo 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo-1

2. Concentracion plasmética de PAI-1

DEPENDIENTES.
Presencia de Sindrome Metabdlico

Definicién 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

poblacién determinada.

Sindrome Metabdlico. Es caracterizado por la presencia de dos o mas de los

siguientes componentes como son: 1) Incremento en el perimetro central (medida
de la cintura) en hombres (>102 cm) y mujeres (>88 cm). 2) Incremento en la
concentracion de triglicéridos (=150mg/dL). 3) Lipoproteinas de Alta Densidad
(hombre<40 mg/dL y mujeres <50mg/dL). 4) Incremento de Presién Arterial

(=130/85 mmHg). 5) Incremento del nivel de glucosa en ayunas (=110mg/dL).

VARIABLES CONFUSORAS.

Tabaquismo.

a) Definicion Conceptual: consumo de tabaco en cualquier época de la vida de por
lo menos un cigarrillo por dia durante un afio, o bien la exposicién pasiva al humo
de tabaco diariamente al menos un afo.

b) Definicion Operacional: es la presencia del antecedente de haber consumido
tabaco en cualquier época de la vida de por lo menos un cigarrillo por dia durante
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un afio, o bien la exposicion pasiva al humo de tabaco diariamente al menor un
afno.

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicion: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicién: si/no

FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS.

En el Instituto Mexicano del Seguro Social se cuenta con la infraestructura para
llevar a cabo la coleccion de muestras de pacientes con diagndstico de SM, asi
como para la realizacion de pruebas de biologia molecular (véase infraestructura).
Con relaciéon a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les dard hoja de
consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial, sobre los Principios Eticos para la Investigacion
Médica que involucra sujetos humanos, adoptada por la 182 Asamblea Médica
Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japon 1975.

1.- Riesgo de lainvestigacion.
Segun la Ley general de Salud en materia de la investigacion para la salud el

presente estudio confiere un riesgo minimo a los participantes (Articulo 17).

2.- Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y la
sociedad en su conjunto.

Los participantes se veran beneficiados por una deteccién y tratamiento temprano
de Sindrome Metabdlico. El incremento del conocimiento sobre los aspectos
fisiopatoldgicos y la potencial contribucidn al determinar si existe asociacion de los
polimorfismos 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del plasminégeno tipo-
1(PAI-1) y del polimorfismo R353Q con el desarrollo del Sindrome Metabdlico en
la poblacion Mexicana permitiran nuevas herramientas pronosticas y terapéuticas

qgue podrian reducir complicaciones y riesgos en el ambito cardiovascular.
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3.- Confidencialidad.

Se otorgard la seguridad al participante de que no se identificaran sus datos
personales en conferencias y estudios publicados, y se mantendra la
confidencialidad de la informacion relacionada con su privacidad (Articulo 21
Fraccion VIl de la Ley General de Salud).

4.- Condiciones en las que se solicitara consentimiento informado.

La carta de consentimiento informado se solicitara previo a la inclusion del
participante al estudio, durante su captacion en la valoraciébn en la consulta
externa del Hospital General Regional No. 1 Carlos MacGregor. Sera solicitado
por el investigador principal y colaboradores. El participante tiene la libertad de
retirar su consentimiento en cualquier momento de la investigacion (Articulo 21,

Fracciones I-VII de la Ley General de Salud).

5.- Forma de seleccién de participante.
Se incluiran a los pacientes en la consulta externa del Hospital General Regional
No. 1 Carlos MacGregor., que cumplan con los criterios de inclusion y exclusion y

autoricen su inclusién al estudio mediante la carta de consentimiento informado.

INFRAESTRUCTURA FISICA Y HUMANA DISPONIBLES.
La Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis

(UIMTHA), cuenta con un laboratorio de Biologia Molecular y con la infraestructura
para poder desarrollar el protocolo de investigacion.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se presentaran con medidas de tendencia central y de dispersion de

acuerdo a la distribucion de los datos. Se calculara riesgo relativo con intervalos
de Confianza (IC) al 95% para las variables independientes. Las variables
categoricas se analizaran con la prueba de chi cuadrada. Para el andlisis de
variables continuas se usara la prueba de t de Student. Para determinar el
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equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizara la prueba de chi cuadrada. La
significancia estadistica entre las medias de los niveles de las variables entre los
genotipos serd examinada mediante el analisis de ANOVA. Ser& considerado con

significancia estadistica un valor de p < 0.05 (dos colas).

CRONOGRAMA

Junio 2008 Enero 2012 - Diciembre 2014. Enero 2015

PROTOCOLO EN
EVALUACION POR EL
COMITE LOCAL DE
INVESTIGACION

INCLUSION DE
PACIENTES AL
PROTOCOLO

GENOTIPIFICACION Y
DETERMINACION DE
PAI-1

ANALISIS DE
INFORMACION

INTEGRACION FINAL
Y CONCLUSIONES
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RESULTADOS.

Se estudiaron 250 pacientes mexicanos, en donde el rango de edad se encontré
con promedio 56 afios de edad, con el diagnéstico de Sindrome Metabdlico y 250
sin SM pertenecientes al grupo control.

Se muestra en la Tabla 1. las caracteristicas clinicas y demogréficas de ambos
grupos. La edad media de los pacientes con SM fue de 52.7+8.1 vs. 49.1+6.2 en
el grupo control con predominio de sexo femenino en ambos grupos (62.4% vs
63.2%, SM vs control respectivamente). En relacion a los factores de riesgo,
muestran diferencias significativas IMC (p<0.01), concentracién de Triglicéridos
(p<0.01), Hipertension 158 (63.2%) vs. 35 (14.0%), p=<0.001, Antecedentes
heredo familiares para DMT2 165 (66.0%) vs. 122 (48.8%), p=0.01. Sin embargo,
no identificamos diferencias estadisticamente significativas. En las variables de
colesterol 230.8+74.3 vs. 207.1+54.2, p=0.32, Antecedentes Heredo Familiar para
Enfermedad Aterotrombotica 48 (19.2%) vs 32 (12.8%), p=0.68 y tabaquismo. La
concentracion plasmética de PAI-1 en el grupo de casos fue 61.7 y en el grupo
control 51.5 con una p=0.02. Mientras que la concentracion del FVII de la
coagulacion fue en el grupo de pacientes con SM 225% vy en el grupo control
180%, p=0.01.

28



Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas en pacientes con Sindrome

Metabdlico y controles.

Variable

Edad (afos)
Femenino (%)
IMC (kg/m2)
HDLc mg/dL
Hombre<50 n (%)
Mujer <48 n (%)
Triglicéridos
(mg/dL)

> 150 mg/dl
Colesterol
Hipertension (%)
Tabaquismo

AHF para DMT2
n(%)

AHF de EAT n(%)
PAI

FVII %

Paciente SM
n=250

52.7+ 8.1
156 (62.4)

31.4+5.4

68 (25.2)
151 (59.4)

237.4+176.0

230.8 + 74.3
158 (63.2)
76 (30.4)

165 (66.0)

48 (19.2)
61.7 (3.4)
225 %

Control
n=250

49.1+ 6.2
158 (63.2)

274+ 2.1

57 (22.4)
140 (55.1)

124.4 + 109.7

207.1 + 54.2
35 (14.0)
45 (18.0)

122 (48.8)

32 (12.8)
51.5 (2.4)

180%

Valor p

<0.001
0.33

p =<0.01

p =<0.01

p =<0.01

p =0.32
p <0.001
p=0.4
p=0.01

p=0.68
p =0.02
p=0.01

iMC=indice de masa corporal; AHF de EAT=Antecedente heredofamiliar de enfermedad

aterotrombética, AHF para DMT2 Antecedentes heredofamiliares para DMT2.
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En la Tabla 2. Se muestra la distribucién genotipica y frecuencia alélica del

polimorfismo 4G/5G en pacientes con SM vs. controles. El genotipo 4G/4G se

encpntro en un 11.2% vs 9,2% en los controles , el 4G/5G 49.6% vs. 52.8% casos

vs controles respectivamente y la distribucién del genotipo 5G/5G fue similar en

ambos grupo 39.2% en los casos y 38.0% en los controles. La distribucién alélica

fué 4G 36.0% en los casos y 35.6% en los controles p=0.89. (Fig. 1)

Tabla 2. Distribucién genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo 4G/5G

en pacientes con Sindrome Metabdlico y controles.

Genotipo

4G/AG, n (%)
4G/5G, n (%)
5G/5G, n (%)

4G/A4G+4G/5G
vs 5G/5G

4G
5G

PACIENTES
SM (n=250)

28 (11.2)
124 (49.6)
98 (39.2)

152 (78.7)
98 (21.3)

180 (36.0)
320(64.0%)

CONTROL
(n=250)

23(9.2)
132 (52.8)
95 (38.0)

155(62.0)
95 (38.0)

178 (35.6%)
322 (64.4%)

Valor de p

p=0.88

p =0.78

p =0.89
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Figura 1. Andlisis del gen 4G/5G del PAI-1. M representa el marcador de peso molecular 100
pares de bases (pb); la linea 1 muestra los fragmentos del producto amplificado y restringido con la
enzima Bsl | correspondiente al genotipo homocigoto 4G/5G (98-77pb); en la linea 2 se observan
los fragmentos del producto amplificado y restringido correspondientes al genotipo heterocigoto
4G/5G (98-77pb), y la linea 3 muestra el fragmento correspondiente al genotipo homocigoto 5G/5G
(77 pb).

En el Tabla 3. se observa la distribucion genotipica y la frecuencia alélica de los
polimorfismos R353Q en el gen del FVII de la coagulacion. Entre los pacientes, la
frecuencia del alelo R fue de 89.3 vs 92.6% de los controles. No se identificé una
diferencia estadisticamente significativa en la distribucién genotipica (p = 0.29) y la

frecuencia alélica (p = 0.30) del polimorfismo R353Q entre ambos grupos. (Fig. 2)
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Tabla 3. Distribucion genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo R353Q

en pacientes con Sindrome Metabdlico y controles.

PACIENTES
SM
(n=250)

Genotipo
R/R, n (%) 204 (81.6)
R/Q, n (%) 46 (18.4)
Q/Q, n (%) 0(0)
R/Q+Q/Q 46 (18.4)
Vs. R/IR 204 (81.6)
R (%) 454 (89.3)
Q (%) 46 (10.7%)

CONTROL
(n=250)

215 (86.0)
33 (13.2)
2 (0.8)

35(14.0)
215 (86.0)

463 (92.6%)
37 (7.4%)

Valor de p

p=0.29

p =0.18

p =0.30
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Figura 2. Analisis del gen del FVII de la coagulacion correspondiente a la regidon polimorfica
R353Q. M representa el marcador de peso molecular 100 pares de bases (pb); la linea 1 muestra
los fragmentos del producto amplificado y restringido con la enzima Mspl correspondiente al
genotipo homocigoto RR (205 pb y 67 pb); en la linea 2 se observan los fragmentos del producto
amplificado y restringido correspondientes al genotipo heterocigoto RQ (272 pb, 205 pby 67 pb), y
la linea 3 muestra el fragmento correspondiente al genotipo homocigoto QQ (272 pb).
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DISCUSION

El Sindrome Metabdlico (SM) se caracteriza por un conjunto de factores, los
cuales predisponen al individuo a desarrollar enfermedad ateroesclerotica vascular
12 previamente hemos demostrado que los factores de riesgo modificables como
hipertension, diabetes, hipertrigliceridemia y obesidad confieren un incremento en
el desarrollo de enfermedad isquémica cerebral e infarto agudo del miocardio®®*%,
En el presente estudio se analizaron 250 sujetos con SM de acuerdo a los criterios
IDF sin manifestaciones clinicas de enfermedad aterotrombética y se compararon
con el grupo de referencia (n=250). EIl 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
Metabodlico usando la definicion de IDF, independientemente de la region
geografica y la situacion socioeconOmica, predominantemente las mujeres
(52,7%)'°*.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®®*.

En el presente estudio no encontramos una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucion genotipica (p=0.88) o frecuencia alélica (p=0.89) del
polimorfismo 4G/5G entre pacientes con SM y controles.

En el presente estudio, el grupo de sujetos con Sindrome Metabdlico mostré
mayores niveles antigeno de PAI-1 (61.7 + 34 ng / mL) en comparacion con el
grupo de referencia (51.5 + 24 ng / mL) con una con significancia estadistica (p =
0.026). Los pacientes con Sindrome Metabdlico tenian niveles de antigeno PAI-1
por encima del corte considerado normal (Valor de referencia: 2 a 47 ng / ml)
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incluso cuando algunos de ellos estaban bajo tratamiento farmacologico y
mostraron FPG y niveles de HbAlc bajo rangos considerados adecuados. La
frecuencia de factores metabdlicos y las concentraciones plasmaticas de PAI-1
varian entre las poblaciones. PAI-1 fue draméticamente 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-Ill) que se compard con sujetos sanos sin obesidad (p
<0.0001)!2, Un informe previo de la poblacién 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 metabodlico versus 57.3 (35.5-99.7) ng/mL sujetos sin sindrome
metabdlico (p <0.001)'®. Por el contrario, los datos de la encuesta de poblacién
transversal espafiola 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'®.En una muestra de sujetos
malasios, no hubo diferencia en los niveles de antigeno PAI-1 cuando los sujetos
diabéticos con el Sindrome Metabdlico se compararon con los individuos con una
mediana de 284 (26.5-30.5) ng/mL versus 30.2 (27.1-33.7) ng/mL,
respectivamente’®.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
tamafio de la muestra (3), y la falta de andlisis para el efecto de la terapia
farmacoldgica en pacientes con dislipidemia, Hipertension y DM2 (4). Los efectos
pleiotropicos de las estatinas en la reduccién de eventos cardiovasculares mas
alld de la reduccion del colesterol en la sangre incluyen una propiedad
antitrombdética de la mayoria de las estatinas, excepto la pravastatina, que regula
la expresion de PAI-1 a través de la inhibicién de las proteinas de la familia Rho
196 Ademaés, los ensayos clinicos sugieren que los inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina (ACE) pueden modificar favorablemente los
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marcadores de hemostasia tales como como PAI-1, aunque los datos reportados

por diferentes autores todavia no estan claros™’

.Hay evidencia que algunas
moléculas como la Angiotensina Il pueden actuar como una potente molécula
fibrogénica independiente de sus efectos sobre la presion sanguinea estimulando
la sintesis de la matriz extracelular mediante la induccion del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) la expresion y aumento de la transcripcion de genes PAI-
1'%, En contraste, hay algunos medicamentos como la pioglitazona, que no sélo
mejoran la sensibilidad a la insulina, sino también puede retardar la aterogénesis
preclinica en pacientes con DM2, al menos en parte por una reduccion en la
expresion PAI-1'%. A pesar de que en nuestra muestra algunos individuos estaban
bajo tratamiento con farmacos antihipertensivos, medicacion hipoglucémica o
estatinas, presentaron niveles anormales de PAI-1 en comparacién con el grupo
de referencia, lo que puede contribuir a un aumento del riesgo de enfermedad
aterotrombotica. Después de la inclusion de todas las variables explicativas
correlacionadas con los niveles de antigeno PAI-1 en un sistema lineal
multivariable modelo de regresién, 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 Hipertensién (8 = 0.18; p =
0.03), NL HDL-c (B =-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
concentracion 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 ll-por mecanismos independientes y dependientes, lo
gue sugiere que los niveles elevados de prorenina en la diabetes pueden contribuir
a la progresion de la enfermedad aterotrombética™® . La hipertension podria tener
un papel predominante en la formacion de la placa de ateroma en lugar de ruptura.
En un informe anterior de nuestro grupo, la hipertensién representaba el segundo
factor de riesgo en pacientes con infarto agudo de miocardio. **!. Ademas, el
tratamiento de la hipertension solo reduce el riesgo de cardiopatia coronaria
(CHD) en un 25%; el tratamiento de la hipercolesterolemia en pacientes
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hipertensos reduce el riesgo de cardiopatia coronaria mas del 35%, sugiriendo
una relacién y un efecto sinérgico entre la dislipidemia y la hipertensiéon'*2. En una
cohorte de Sueca de 410 pacientes, donde se analizé la asociacion entre
genotipo PAI-1 y el riesgo de hipertension arterial. Los resultados obtenidos
mostraron una presion arterial mayor en las mujeres portadoras del genotipo
4G/5G comparado con mujeres portadoras del genotipo 5G/5G (p=0.025, p=0.002,
y p=0.002 para la presion sistdlica, presion diastolica y la presion arterial media
respectivamente). Dicha asociacién permanecié después de ajustar a posibles
variables confusoras relacionadas a hipertension (IMC, LDL-c, HDL-c, filtrado
glomerular, grosor de la intima-media, diabetes y tabaquismo). Esta asociacion no
fue observada en hombres. Este resultado es similar al encontrado en nuestra
poblacién general 3. McCormack L.J. reporté en una poblacién de Indios Pima
que la actividad de PAI-1 tuvo una correlacion positiva al nivel de TG (r=0.12,
p=0.054) un resultado similar al obtenido en nuestra poblacion, asi como una
correlaciéon en la actividad de PAI-1 con el nivel de insulina (r=0.38, p<0.0001) e
IMC (r=0.24, p<0.0001) no analizados en nuestro estudio ***. En una poblacién
malaya los sujetos con polimorfismo 4G/4G homocigotos mostraron una
asociacion con un incremento de los triglicéridos (p=0.007), IMC (p=0.01) presion
arterial diastélica (p=0.03).No encontrado en nuestra poblacion. Ademas, la
presion arterial diastélica, TG y el LDL-c fueron mayores en sujetos heterocigotos
4G/5G comparados con el genotipo 5G/5G (p=0.008, 0.047, 0.03 respectivamente)
estos mismos hallazgos encontrados también en nuestra poblacién®*®. 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 hipertension. Los niveles 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
distribucién 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
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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 nifios
mexicanos con obesidad y sin ella (frecuencia alélica 4G alélica del 32,9% versus
26,4%) ®1'7 Jin-Ren Jeng, encontrd en una muestra de 565 individuos chinos,
gue el genotipo 4G/4G se asocio con una actividad incrementada de PAI-1 con
cifras mas elevadas de TG. Esta asociacion también fue encontrada en nuestra
poblacién®®. En contraste se han reportado variaciones en la prevalencia del alelo
4G. El estudio Ateroesclerosis Resistencia a la Insulina (IRAS) mostro una
distribucién 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 **°. 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)*'°. 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 significancia estadistica (56.7) (48.5-
73.7) frente a 50.1 (39.1-63.3) ng / ml, p = 0.58). En varios estudios
epidemioldgicos, 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 Metabolico *> 1?1 Sin embargo, la contribucién 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 explico solo 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'*2. En una cohorte de 1032 sujetos blancos sin evidencia clinica de
aterosclerosis del sur de Italia, la contribucion del polimorfismo 4G/5G fue
pequefio (=1%) en comparacion con el IMC vy los triglicéridos (20%) en la
variabilidad PAI-1'?*, Una muestra De 510 varones sobrevivientes de infarto de

miocardio y 543 controles en el estudio HIFMECH reporté un porcentaje de
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varianza explicada por el polimorfismo 4G/5G de 1,12% (p = 0,004) **. En nuestra
muestra, el genotipo 4G/4G no correlaciona con los niveles plasméaticos 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. La
asociacion entre el infarto al miocardio y el polimorfismo R353Q del gen del FVII,
el cual influye en las concentraciones del FVII, del FVlla 'y del FVllag estudiado en
una poblacién japonesa de 127 pacientes jévenes con infarto de miocardio antes
de los 45 afios comparado con 150 controles. La distribucion de los genotipos RR,
RQ y QQ con respecto al polimorfismo fue 117, 10 y O en los pacientes y 131, 17 y
2 en los controles. El alelo Q se asocié negativamente con IM prematuro (OR =
0.41, p=0.038). La concentracién plasméatica de FVlla fue ligeramente mayor en
pacientes (55.1+40.9 U/L) comparada a los controles (44.8+20.2 U/L), pero no
significativa (p=0.078); la concentracién plasmatica del FVllag no difirid entre
pacientes (88.7+15.7%) y controles (87.0£9.0%) (p=0.557). El alelo Q puede ser
protector para el Infarto al miocardio prematuro. Un estudio de casos y controles
en 720 pacientes no se encontro diferencias estadisticamente significativa cuando
se analizo la relacion entre el polimorfismo R353Qy el riesgo cardiovascular
(incluidos la enfermedad coronaria, EVC isquémico y la enfermedad arterial
periférica). Las concentraciones del FVII ag se comportaron de manera similar, sin
diferencias para la interaccién entre controles y pacientes con Hipercolesterolemia
familiar (RR vs. RQ/QQ); p=0.96). En el subgrupo de pacientes con HF no se
encontrd asociacion con la enfermedad cardiovascular, genotipo FVllag y niveles
de FVllag (RR vs. RQ/QQ; p=0.97). en resumen no se encontrd una relacién
directa entre el riesgo cardiovascular en pacientes con HF heterocigoto,
polimorfismo R353Q y del factor VIl y niveles de FVIIAg.

El presente estudio exhibe un estado hipofibrinolitico en un grupo selectivo de
individuos con determinados antecedentes genéticos, con altos niveles de
antigeno PAI-1y FVII de la coagulacion. Ademas, previamente hemos identificado

un incremento en la concentracion de proteina C reactiva y fibrinbgeno en

39



individuos con DM2 cuando se compara con sujetos con tolerancia normal a la
glucosa. Condiciones proinflamatorias, protrombéticas y un estado hipofibrinolitico
podrian aumentar el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular *%°.

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 plasmética de PAI-1. Analisis
futuros deben incluir el posible efecto de la medicacién 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 Sindrome Metabdlico tienen niveles plasmaticos elevados de
antigeno PAI-1. En nuestra muestra, los factores metabdlicos (hipertension, HDL-c
baja e hipertrigliceridemia) tienen una contribucion mas importante que el
polimorfismo 4G/5G en los niveles plasméticos de PAI-1 de sujetos con Sindrome
Metabdlico. Sin embargo, Los factores metabdlicos solo explicaron 12% de la
variabilidad PAI-1. Sin embargo, pudimos observar una mayor concentracion
plasmatica correspondiente a PAI-1 y factor FVII de la coagulacion. Como hemos
demostrado en estudios previos por nuestro grupo de investigacion 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. 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 transicién a un estado saludable a través del
desarrollo del sindrome metabdlico. Cabe mencionar que la concentracion de PAI-
1 y Factor VIl no estuvo correlacionado con sus respectivos genotipos de riesgo
4G/5G y Factor VII (R353Q). Debido a lo anterior podemos proponer que el
paciente con sindrome metabdlico cursa con un estado protrombotico e
hipofibrindlisis, el cual confiere un incremento del riesgo para el desarrollo de

complicaciones tromboticas micro y macrovaculares.
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PERSPECTIVAS

El estudio permite cuestionarnos la existencia de niveles de severidad de
sindrome metabdlico y su relacion con alteraciones de los sistema hemostatico-
fibrinolitico y de la funcion endotelial, plantearnos la posibilidad de la existencia de
una ascenso escalonado de gravedad del sindrome metabdlico o evoluciéon de las
posibles complicaciones micro y macrovasculares, y su repercusiéon en morbi-
mortalidad de causa principalmente cardiovascular. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los polimorfismos 4G/5G o el R353Q. Sin
embargo, el incremento en la concentracion plasmatica de PAI-1 y FVII de la
coagulacion en los sujetos con SM se encontré un incremento en la concentraciéon
plasmatica de PAI-1 y del FVII de la coagulacién en los casos en el grupo de
casos en comparacion de los controles.

En un futuro se pueden plantear como blancos de tratamiento PAI-1 y FVII de
manera que se pueda influir en sistema hemostético-fibrinolitico y asi influir en los
resultados negativos obtenidos en la enfermedad cardiovascular vy

aterotrombadtica.
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ANEXO 1.

Extraccion 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 DNAMiIni Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la
compafiia. Una vez extraido el ADN se procederd a su conservacion en un
refrigerador a -70 °C, hasta que sea utilizado para la amplificacion de los

segmentos correspondiente.

Determinacion del genotipo del PAI-1:

Identificacion de fragmentos polimdrficos: Una vez amplificado el producto se
procedera a su corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2%, y seré
posteriormente teflido con bromuro de etidio a una concentracion de 1 pg/mly se
visualizara usando un transiluminador de luz ultravioleta cuya imagen sera
grabada en un film y cada paciente ser& clasificado en uno de los tres grupos:
4G/AG. 4G/5G o 5G/5G.

Determinacion de la concentracion plasmética antigénicos de PAI-1: Su
fundamento se basa en la reaccion 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 unir4 al PAI-1 contenido en la
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muestra. Posteriormente se adicionara un cromogénico el cual desarrollara color
que sera proporcional a la concentracién antigénica de PAI-1 contenido en la

muestra.

Genotipificacién del factor VII de la coagulacion. Posterior a la extraccion de
ADN, se llevara la amplificacion mediante la técnica de PCR. Seran utilizados los
siguientes oligonucleétidos: sentido (5-GGGAGACTCCCCAAATATCAC-3) y el
contrasentido (5'-ACG CAG CCT TGGCTTTCTCTC-3) bajo el siguiente protocolo
térmico: desnaturalizacién inicial a 94 por 5 min., seguida de 35 ciclos de los
siguientes segmentos, desnaturalizacién a 94°C por 1 min., alineaciéon a 56°C por
1 min., y un ciclo final a 72 °C por 5 min. La reaccién con un volumen final de 50
pl contendra 200ng de ADN, 50 pmol de cada oligonucleétido, 200 umol/L de cada
dNTP, 1.5 mmol/L de MgCl, 1 U de Taqg DNA polimerasa y 1X de su

correspondiente buffer de PCR.

ldentificacion de fragmentos polimérficos: El amplificado seréa sometido a la
accion de la enzima Mspl. Los genotipos seran identificados mediante
electroforesis de los productos de la accidon enzimatica mediante la tincién de un
gel con bromuro de etidio. Los sujetos positivos para el alelo R el patron de
bandas sera visualizado de la siguiente manera (206pb, 67pb, 39pb), mientras que
los positivos para el alelo Q (273pb, 39pb).

Determinacion de la concentracion plasmatica del FVII de la coagulacion: Su
fundamento se basa en la reaccion inmunoenzimatica llevada a cabo por un
anticuerpo monoclonal dirigido al FVII de la coagulacion, el cual ha sido
previamente fijado sobre la superficie de la pared inferior del microplato, el cual se
unira al FVII contenido en la muestra. Posteriormente se adicionara un
cromogénico el cual desarrollara color que serd proporcional a la concentracién

antigénica de FVII contenido en la muestra.
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Carta de Consentimiento Informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y Fecha México DF; a de de 2008

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:

“Valoracién de los sistema hemostatico-fibrinolitico y de la funcién endotelial en pacientes con sindrome metabdlico”,

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

El objetivo del estudio es:

“Valoracién de los sistema hemostatico-fibrinolitico y de la funcién endotelial en pacientes con sindrome metabélico”,

Se me ha explicado que mi participacidn consistira en:

Responder preguntas sobre la evolucion 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 participacién en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos de la participacion en el estudio: La toma de sangre puede causar molestias temporales 0 moretones en el sitio de puncién y
en algunas ocasiones puede haber desmayo.

Beneficios de la participacion en el estudio: Los beneficios de la participacién en el estudio son evaluar la posible asociacion del
polimorfismo 4G/5G del PAI-1, su correlacién 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 investigacion
0 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 identificard en las presentaciones o publicaciones que deriven
de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn 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.
HOSPITAL GENERAL REGIONAL No.1
DR. CARLOS MAC GREGOR SANCHEZ NAVARRO.
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

PROTOCOLO: “Valoracién de los sistema hemostatico-fibrinolitico y de la
funcion endotelial en pacientes con sindrome metabélico”,

Nombre:

No.Afiliacion:

Edad: . Sexo: . Tel:

Peso: . Talla: . IMC: . Sedentarismo:
Tabaquismo: . AFD: . AFEC:

DM: . HAS: . HDL . VLDL
Tensién Arterial Sistdlica: . Tensién Arterial Diastdlica:
Micro albuminuria: . Acido urico: . LDL:
Glucosa: . Colesterol:

Triglicéridos: . Fibrinégeno:

Hemoglobina: . Hematocrito:

Leucocitos: . Plagquetas:

Presion diastdlica: . Presion sistdlica:

Medicamentos antihipertensivos:

Medicamentos hipoglucemiantes:

Otro tipo de medicamentos:

AFD: Antecedentes Familiares de Diabetes.

AFECV: Antecedentes Familiares de enfermedad cardiovascular.
DM: Diabetes Mellitus.

HAS: Hipertension Arterial Sistémica.

PAI-1: Inhibidor del activador del plasminégeno.

HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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Polimorfismo 4G/5G en el gen del PAI-1.

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

Concentracion plasmatica de PAI-1:

Ausente

ng/ml.

Polimorfismo R353Q
en el FVII de la coagulacion.

GIn/GIn
GIn/Asn
Asn/Asn

Concentracion plasmatica de FVII:

ng/ml.
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