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iii. RESUMEN

Antecedentes: El sistema renina- angiotensina juega un papel muy importante en
la regulacién de la presion sanguinea y el desarrollo de la enfermedad arterial
coronaria (EAC). Varios polimorfismos del sistema renina angiotensina-aldosterona
se han asociado con un incremento en el riesgo para EAC en diferentes poblaciones
en todo el mundo, pero los resultados siguen siendo controversiales. El objetivo de
este estudio fue examinar la asociacion del polimorfismo I/D en el gen de la enzima
convertidora de angtiotensina (ECA) y del polimorfismo M235T en el gen del
angiotensindgeno (AGT) con el infarto agudo al miocardio (IAM) en poblacion joven

mexicana.

Métodos: Se realizd un estudio de casos-controles de 242 pacientes no
relacionados con IAM con una edad de <45afios, quienes fueron admitidos en la
unidad de cuidados intensivos coronarios y 242 sujetos sin |AM pareados por edad
y género quienes fueron reclutados de enero del 2006 a junio 2013. Los
polimorfismos I/D de la (ECA) y el M235T del AGT fueron determinados en todos
los participantes mediante reaccion en cadena de la polimerasa- de polimorfismos

en los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP).

Resultados: Hubo una diferencia significativa en la distribucién del genotipo I/D
entre los dos grupos (P=0.03). Ademas, hubo un mayor porcentaje del alelo T
polimorfismo M235T en el grupo de pacientes con IAM (P=0.02). Los factores de
riesgo independientes para IAM fueron: la presencia del polimorfismo I/D de la ECA
y el polimorfismo M235T del AGT, el tabaquismo, la hipertension, la historia familiar

de enfermedad cardiovascular y la dislipidemia.

Conclusién: Nuestro estudio identificd que el polimorfismo D del I/D de la ECA'y
el polimorfismo M235T del AGT representan un factor de riesgo independiente para
IAM en edad temprana en poblacion mexicana y puede contribuir en la progresion
de la ateroesclerosis.



I. INTRODUCCION

La enfermedad arterial coronaria (EAC), es la principal causa de muerte en el
mundo. En estados Unidos de Norteamérica, afecta mas de 13 millones de personas
y un adulto muere cada minuto en ese pais por esta causa (1). En el 2008, el Instituto
de Informacion Estadistica Geografia e Informatica (INEGI) reportdé como primera
causa de muerte a la EAC, representando el 16.9% del total de las defunciones en
ese afo (2). La EAC es el resultado de la interaccion entre factores genéticos y
ambientales (3).La manifestacion clinica mas importante de la EAC es el Infarto
Agudo al Miocardio (IAM) y se produce por la ruptura de una placa aterosclerosa
denominada “vulnerable” constituida por un gran nucleo lipidico, intima delgada y
remodelacion positiva precipitando la aparicion del IAM (4). Existen tres condiciones
que favorecen su desarrollo: 1) alteraciones reoldgicas (turbulencia, bifurcaciones y
estenosis); 2) alteraciones en los componentes sanguineos (plaquetas, proteinas
de la coagulacion y enzimas fibrinoliticas) y 3) alteraciones vasculares (ruptura de
la placa aterosclerética y disfuncion endotelial). El infarto se produce por la
formacion de la placa ateromatosa, que culmina en una lesion arterial obstructiva
que produce dafio tisular (necrosis). El desarrollo del IAM es favorecido por la
presencia de factores ambientales como el tabaquismo, habitos dietéticos,
sobrepeso y sedentarismo, asi como de otras condiciones patoldgicas como la
hipertension arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e hipercolesterolemia.
Sin embargo, hasta en aproximadamente un 50% de los pacientes, los eventos

trombdticos arteriales ocurren sin asociacion a factores de riesgo conocidos.

Ademas, existen otros factores, entre ellos algunas variantes genéticas
(polimorfismos) presentes en las proteinas de la coagulacion, sistema fibrinolitico,
receptores plaquetarios, enzima relajante del endotelio y el metabolismo de la
homocisteina, los cuales se han identificado como factor de riesgo para EAC en
otras poblaciones (5). La contribucion de los factores genéticos (polimorfismos) en
el desarrollo de IAM se estima aproximadamente de un 20% a un 60% (6). Diversos
estudios realizados apoyan las bases genéticas de la enfermedad arterial coronaria

(7) y actualmente, el antecedente familiar de IAM se considera un factor de riesgo



independiente (8). Dicho riesgo se incrementa cuando el IAM se presenta en

familiares jovenes (9).

a. ANTECEDENTES

En la actualidad, se reconocen diversas variantes genéticas en los factores que
constituyen el sistema hemostatico y al endotelio, denominado polimorfismos, que
pueden contribuir al desarrollo de IAM. Un polimorfismo genético es un segmento
de ADN para el que se pueden encontrar dos o mas formas alternativas en una
poblacién. Los tipos comunes de polimorfismos incluyen variantes de un solo
nucleotido (cambios de un solo par de bases, también llamados polimorfismos de
un solo nucleétido [SNP]), indels (polimorfismos de insercién / delecién) o cambios
estructurales mas grandes como variantes del numero de copias (10). La
importancia de su deteccion es modificar los factores de riesgo adyacentes en los
sujetos portadores de dichos polimorfismos para evitar el desarrollo de la

enfermedad.

Los primeros datos acerca de la participacion de un componente genético en el
desarrollo de un IAM, provienen de estudios realizados en familiares de los
pacientes que lo han presentado, en quienes el riesgo de padecer IAM fue cuatro
veces mayor que en los familiares en primer grado de sujetos sanos. (11-13).
Actualmente, el antecedente familiar de IAM es un factor de riesgo independiente
(14), y dicho factor genético es mayor cuando el IAM se presenta en pacientes
jévenes (15). Los estudios para evaluar la influencia hereditaria de algun genotipo
especifico, son particularmente relevantes cuando se llevan a cabo en gemelos
univitelinos (16). En un estudio realizado en Dinamarca, se incluy6 a 1,003 nifios
adoptados, el riesgo de presentar IAM fue significativamente mas alto en gemelos
en comparacién con sus padres adoptivos, sin embargo, también se observé una
importante influencia del medio ambiente familiar, ya que cuando los padres
adoptivos fallecieron antes de los 50 afos de edad se modificé la sobrevida para los

nifos, con un incremento en todas la causas de muerte, en especifico las



relacionadas con causas cardiovasculares; Sorensen (17) y Berg obtuvieron (18)
resultados similares. Cabe hacer mencion que cuando el riesgo fue estimado de
acuerdo al sexo, este fue mayor en el femenino (18-21). Se han realizado multiples
estudios en busqueda de una asociacion entre la carga genética y el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, un ejemplo es el Peyvandi (22), en cuyo ensayo
se evalud la presencia de 7 polimorfismos en el FVII, de 98 mujeres italianas,
menores de 45 ainos de edad, que presentaron IAM y tuvieron que permanecer en
la unidad de cuidados coronarios, sin embargo, los resultados no encontraron la

asociacion esperada.

Aunque ya se conoce la participacion genética en el IAM, la mayor parte de los
estudios se han enfocado al desarrollo de los factores de riesgo clasicos para el
desarrollo de ateroesclerosis como lo son tabaquismo, hipercolesterolemia,
hiperfibrinogenemia, diabetes, entre otros (23-25). Sin embargo, las variantes
genéticas que ocurren en los sistemas de la coagulacion y fibrinolisis que favorecen
el desarrollo de trombosis arterial continian en investigacion pues no se han

estudiado de forma exhaustiva.

En nuestro pais se consideran como los principales factores de riesgo para el
desarrollo de IAM, a la presencia de factores ambientales o algunas enfermedades
como la hipertension arterial sistémica (HAS), la diabetes mellitus (DM), el
tabaquismo, el sedentarismo, las dislipidemias, la obesidad y la
hiperfibrinogenemia. Los polimorfismos estan presentes en los genes de algunas
proteinas del sistema hemostatico, a nivel endotelial o en el metabolismo de lipidos
y, lamentablemente, ninguna de las variables genéticas han sido estudiadas en
nuestra poblacién siendo los factores hereditarios mas importantes en sujetos
jévenes (26,27); incluso sabemos que hasta el 9% de todos los eventos coronarios
se presentan en menores de 45 afios y de estos el componente genético se estima
en un 20 a 60% (28).

Se han demostrado algunas variantes genéticas que representan factores de riesgo
para el desarrollo de infarto agudo al miocardio (IAM) con elevacion del segmento
ST en sujetos jovenes (menores de 45 afios de edad) en nuestra poblacién; por
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ejemplo: la insercion/delecion 4G/5G en el gen del inhibidor del activador del
plasmindégeno tipo 1 (PAI-1), como se demostrd en un estudio de casos y controles
que incluyo a 127 pacientes por grupo, en éste se concluye que la presencia del
alelo G4 es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de IAM con
elevacion del segmento ST en sujetos jovenes (29). En otro estudio de casos y
controles, en poblacién mexicana, se demostroé una diferencia significativa en la
distribucion de los genotipos (P=0.001), la presencia del alelo Asp se encontré mas
frecuentemente en el grupo de pacientes (p=0.001), los factores de riesgo
independientes para el grupo con IAM con elevacion del segmento ST fueron: la
presencia del alelo Asp (OR 2.2, 95% CI 1.1-3.5, P=0.03), tabaquismo (OR 5.0,
95% CI 3.1-8.2, P<0.001), hipertension (OR 2.0, 95% CI 1.0-3.5, P=0.03), historia
familiar de enfermedad cardiovascular , (OR 3.7, 95% CI 2.0-4.6, P=0.02) y
dislipidemia (OR 3.4, 95% CI 2.0-6.3, P=0.02). En forma contraria, se ha visto que
los polimorfismos en el C677T en el gen de la enzima 5,10 metilen tetrahidrofolato
reductasa (31) y el R353Q en el gen del factor VIl de la coagulacién pueden
representar un factor protector para el desarrollo de IAMCEST en la poblacién
Mexicana (32).

Por otra parte, existen otros polimorfismos presentes en genes reguladores de la
homeostasis sanguinea como son los localizados en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, los cuales han demostrado ser un factor de riesgo para
el desarrollo de IAM en diversas poblaciones a nivel mundial. La enzima
convertidora de angiotensina (ECA) forma parte importante del sistema renina-
angiotensina, que se expresa en los pulmones, rifiones, cardiomiocitos y otros
tejidos, ademas tiene una participacion primordial en la regulacion de la
homeostasis de la presion sanguinea. La ECA convierte angiotensina | en
angiotensina Il, un potente vasoconstrictor (33) y también inactiva a la bradicinina
la cual es un potente vasodilatador (34). Un incremento crénico de los niveles de
angiotensina Il y una disminucion en la concentracion de bradicinina quiza resulten
en un estado cronico de incremento en la resistencia vascular y en forma
consecuente con un incremento en la presion arterial. Ademas, la angiotensina Il

promueve la proliferacion de las células musculares lisas, la migracion, activacion y
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adhesion de los macrofagos a la pared vascular permitiendo el desarrollo de la placa
de aterosclerosis (35,36). El gen del ECA se localiza en el cromosoma 17923 y esta
constituido por 26 exones y 25 intrones (37,38). Aunque existen diversas regiones
polimorficas en el gen del ECA que pueden ser analizadas en diversas poblaciones
en todo el mundo, una de las mas estudiadas ha sido la insercion/delecién presente
en el intron 16, en el gen de la ECA (39), la cual se correlaciona con un variante en
la concentracion de la enzima y ha demostrado ser un factor de riesgo para IAM
(40), aunque otros estudios no han podido demostrar una asociacion entre el

polimorfismo y el desarrollo de 1AM (41,42).

Rigat y cols., (43) fueron los primeros en describir el polimorfismo consistente en
una insercion/delecion en el intron 16 del gen de la enzima convertidora de
angiotensina |. Los portadores del genotipo Delecion/Delecién (D/D) mostraron un
incremento en las concentraciones de la enzima comparado con los portadores de
los genotipos Insercion/Insercién (I/1) o Insercion/Delecion (I/D). El polimorfismo I/D
contribuye aproximadamente en un 50% en las variaciones de la enzima en plasma.
Ademas, el genotipo DD es asociado con elevacion de la actividad del ACE en
plasma (43-44) y el tejido cardiaco (45), lo que, clinicamente, se puede traducir en
efectos cardiovasculares negativos, entre ellos principalmente la hipertension.
También se ha demostrado una asociacion entre el genotipo DD de la enzima
convertidora de angiotensina y el incremento en el riesgo para enfermedad arterial
coronaria (EAC) (45,46), infarto agudo de miocardio (47,48) e hipertrofia ventricular
izquierda (49,50). La asociacion entre el genotipo DD de la ECA se ha encontrado
aun en individuos con bajo riesgo cardiovascular que presentan eventos
cardiovasculares, como se demuestra en un estudio realizado con habitantes de la
region de Caerphilly, Inglaterra (n=1226), en quienes la presencia de este genotipo confiere
el riesgo de desarrollar enfermedad arterial coronaria en sujetos que previamente no eran
identificados con los factores de riesgo clasicos (46). En el estudio de Cambien, que
incluy6 a 1343 sujetos de Francia y el norte de Irlanda, se corroboré que la presencia
del genotipo DD se asocia a un incremento en los niveles de enzima convertidora
de angiotensina, en comparacién con los genotipos Il e ID, éste fue uno de los

primeros estudios en demostrar también un incremento en la presencia de infarto al
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miocardio respecto a los controles (p=0.007), especialmente en sujetos con bajo
indice de masa corporal y niveles bajos de Apo B (p<0.0001) e incluso se menciona
que el genotipo ID incrementa el riesgo de padecer enfermedad arterial coronaria
en sujetos sin factores clasicos de riesgo conocidos (47). Pero también existen
estudios con resultados contradictorios, como el obtenido en el estudio de casos y
controles realizado por Lindpaintner y colaboradores, que incluyé a una poblacién
de 1250 médicos estadounidenses quienes presentaron enfermedad coronaria y
2340 controles, en éste no se encontrd asociacion entre el alelo D y la presencia de
infarto al miocardio y o cardiopatia isquémica con un RR 1.07 (IC 95%, 0.96 a 1.19,
p=0.24), aunque esto no ha sido confirmado por otros investigadores (51). El mismo
autor realizd otro estudio en el que se incluyd a 2439 sujetos de la cohorte de
Framinham, en el cual no se encontré asociacion en el crecimiento ventricular

izquierdo y la presencia del alelo D. (52).

El gen del angiotensiondgeno (AGT) se localiza en el cromosoma 1. Estudios de
Inoue y colaboradores, fueron los primeros en demostrar la presencia de un
componente génetico para el desarrollo de hipertension (53); aunque existen
diversos polimorfismos en el gen (54) el mas extensamente estudiado es el M235T,
el cual ha sido asociado con el desarrollo de enfermedad cardiovascular, pues ya
desde 1995 Katsuya y colaboradores, mediante un estudio de casos y controles
(422 y 406, respectivamente) en poblacién caucasica, demostré esta asociacion,
con un incremento de hasta dos veces con respecto a los controles con la presencia
del polimorfismo M235T (p= 0.009), sin embargo, no encontrd asociacién con la
presencia del alelo DD del angiotensindégeno (55). Estudios mas recientes en
poblacion latinoamericana, han demostrado que la presencia de este polimorfismo
se relaciona incluso con una mayor severidad de la enfermedad cardiovascular (56);
ejemplo de ello es el estudio publicado en 2005, por Lanz y colaboradores, que
incluyd a 871 pacientes que ingresaron por sospecha de enfermedad arterial
coronaria y fueron sometidos a cateterismo, demostrando una un incremento de 1.8
en el riesgo de padecer enfermedad multivaso, en relacion a los controles (95% CI:
1.174-2.947, p <0.05) (57). Sin embargo, aun existen resultados contradictorios,

como es el caso del estudio de Sethi, en Dinamarca, que incluyé a una poblacién de
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estudio de 10 690 participantes, concluyé que la presencia de los polimorfimos 174TT,
o 235TT, se asociaron a un incremento en la concentracion plasmatica de
angiotensinogeno (> 80 ng/mL) con una p=0.01 para mujeres y p= 0.05 para los
hombres, con un aumento en la frecuencia de hipertension soélo en mujeres
posmenopausicas, sin embargo, no se pudo establecer una asociacion con el
desarrollo de enfermedad cardiovascular o enfermedad vascular cerebral (58); otro
estudio de casos y controles, en poblaciéon alemana, en el que se comparo la
presencia de los polimorfismos del alelo I/D de la enzima convertidora de
angiotensina y el polimorfismo M235T del angiotensinbgeno en 638 pacientes
hipertensos contra 720 sujetos sin hipertension se concluyé que los polimorfismos
I/D no guardan relacion con la presencia ni la intensidad de la hipertension y que la
presencia de la variante TT del polimorfismo M235T se comporté como un factor de
proteccion al disminuir la presencia de hipertension en 48% (OR: 0.52; 95% Cl, 0.28
a 0.96) (59) lo cual resulta contrario, incluso a lo propuesto en varios estudios y

metaanalisis (60).

Estudios previos han demostrado una interaccion multigénica entre la I/D en el gen
de la ECA y el M235T en el gen del AGT y el desarrollo de enfermedad arterial
coronaria en poblacion Taiwanesa (61) y similar interaccion fue obtenida para IAM
en poblacion espafiola, demostrando un incremento de riesgo en los sujetos

homocigotos para la insercién (alelo D) y el alelo T del polimorfismo M235T (62).

Mehri y cols, demostraron una asociacion entre el polimorfismo para IAM (63,64),
mientras que otros han identificado una asociacién entre el alelo T y la extension de

la aterosclerosis coronaria (65,66), o cardiomiopatia hipertréfica (67).

Ademas, se ha postulado la presencia de una interaccidon entre los genotipos del
sistema renina-angiotensina y el desarrollo de IAM en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2, tal y como lo demuestra un estudio de casos y controles en poblacién
de Tunez, que incluyé a 114 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y 175 controles
sanos (68), en éste se traté de predecir el riesgo de padecer diabetes de acuerdo a
la presencia de la variantes en tres polimorfismo: M235T del angiotensinégeno, la
delecion/insercion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA I/D) y del

13



receptor tipo 1 de angiotensina (ATR1 A11666C); de acuerdo a los resultados, el
riesgo de padecer diabetes se incrementaba en relacion con el numero de
polimosfirmos presentes, de tal manera que los individuos con un genotipo de riesgo
tuvieron 1.9 (95%CI: 1.1-3.0, p= 0.017) veces mas riesgo en comparaciéon con los
individuos sin genotipos de riesgo, cuando se presentaban 2 genotipos de riesgo
los individuos tuvieron 4.0 (95%CI 1.7-9.4, p= 0.001) veces mas de riesgo que los
individuos sin genotipos de riesgo; finalmente, de manera muy interesante, aquellos
participantes que tenian los 3 genotipos de riesgo presentaron una probabilidad de
padecer diabetes de 26.2 (95%ClI: 5.8-117.9, p<0.001) veces mas en comparacion
con los individuos sin dichos genotipos. También hay algunas investigaciones en
relacion a la presencia de estos polimorfismos y un incremento en el riesgo de

padecer sindrome metabdlico (69,70).

En el estudio ECTIM, que incluyé a 630 pacientes con antecedente de infarto al
miocardio (casos) y 741 controles se demostré una asociacion entre la presencia
del alelo TT del polimorfismo M235T vy el desarrollo de hipertensidén en sujetos sin
sobrepeso, sin encontrase diferencias para la presencia de infarto no fatal (71).
También se ha demostrado un incremento entre los niveles de plasminégeno vy el

desarrollo de enfermedad cardiovascular (72).

Ademas, se ha demostrado un interaccién entre el polimorfismo M235T del gen del
angiotensindgeno y el polismorfismo Glu298Asp del gen de la éxido nitrico sintetasa
endotelial para el desarrollo de enfermedad arterial coronaria en poblacién Egipcia
(73).

Finalmente, en un estudio en poblacién europea en el que se mantuvo en
seguimiento una cohorte de 4097 durante 22 anos se ha identificé un incremento
en el riesgo IAM asociado con la presencia del polimorfismo M235T (OR 4.00; 95%
Cl: 1.32-12.11), no asi para el desarrollo de enfermedad vascular cerebral entre
sujetos hipertensos homocigotos para el alelo TT del angiotensindbgeno (OR 1.83;
95% CI: 0.95-3.54) (74). Sin embargo, existen varios estudios multicéntricos en los
cuales no se ha podido demostrar una asociacion clara entre la presencia de estos
polimorfismos y el desarrollo de IAM o EVC, muestra de ello es la publicacién de
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seis estudios de casos y controles en poblacién de Dinamarca con una poblacién
estudiada de 11 719 participantes, en dicha publicacion se concluyé que la
presencia de los polimorfismos M235T y T174M del angiotensinbgeno fueron
inconsistentes para demostrar una asociacion con la presencia de cardiopatia

isquémica, infarto al miocardio o evento vascular cerebral (75).

En la actualidad, continuan generandose hipotesis acerca de la participacion de los
polimorfismos insercidn/delecion en el gen de la enzima convertidora de
angiotensina y el M235T en el gen del angiotensindgeno, sobre todo en poblacion
joven; en México este fue el primer estudio que se realizé en busqueda de su

asociacion con infarto al miocardio.
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b. JUSTIFICACION

El infarto agudo al miocardio (IAM) representa la primera causa de muerte a nivel
mundial y un importante problema de salud publica en nuestro pais. Desde hace ya
mas de una década, en México es la primera causa de muerte a la EAC,
representando hasta el 16.9% del total de las defunciones (2). El costo por la
atencion del evento agudo es de aproximadamente 300,000 pesos. El IAM es
producto de la interaccion entre factores genéticos y ambientales. En nuestro pais
se consideran como los principales factores de riesgo para IAM la diabetes, la
obesidad, la dislipidemia, el género masculino, asi como el antecedente familiar de
cardiopatia isquémica y el tabaquismo; sin embargo, existe un espectro importante
de la poblacion (alrededor del 10%) no cuenta con los factores de riesgo
tradicionales y desarrollan un IAM a edades tempranas (menores de 45 afios); entre
las muchas hipotesis que se han planteado, es innegable un componente genético
que podria explicar desde un 20% hasta un 60% de los casos, de tal manera que
es de suma importancia el investigar dichas alteraciones genéticas en México.
Dentro de las principales alteraciones a estudiar se encuentran diversas variantes
genéticas denominadas polimorfismos, que cuando estan presentes, condicionan
un desequilibrio hemostatico y disfuncion endotelial dando origen al desarrollo de
aterosclerosis temprana y, posteriormente, con un proceso aterotrombatico

obstructivo causando origen al evento agudo coronario.

Previamente, se han demostrado algunas variantes genéticas que representan
factor de riesgo para el desarrollo de IAMCEST en sujetos jovenes menores de 45
afios como lo son: la insercion/delecion 4G/5G en el gen del inhibidor del activador
del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), el polimorfismo Glu298Asp en el gen de la enzima
endotelial de 6xido nitrico, el PIA1/A2 en el gen del receptor de membrana
plaquetaria llla, mientras que los polimorfismos C677T en el gen de la enzima 5,10
MTHFR y el R353Q en el gen del factor VIl de la coagulacién representan factor
protector el desarrollo de IAM. Existen polimorfismos en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona como son la insercién/delecién en el gen de la enzima

convertidora de angiotensina y el M235T en el gen del angiotensiondgeno, los
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cuales han demostrado asociacion con el desarrollo de aterosclerosis temprana en
diferentes tipos de poblaciones alrededor del mundo, con unos cuantos estudios

contradictorios.

Debido a lo anterior, consideramos importante explorar estas variantes en este
subgrupo de pacientes en los cuales el factor genético cobra mayor importancia,
motivo por el cual consideramos, de vital importancia, que la identificacion de dichos
polimorfismos nos ayudara a entender aun mejor las bases moleculares de la
trombosis en los pacientes jovenes de nuestra poblacion y con ello, prevenir el
posible desarrollo de dicha enfermedad en los familiares de los pacientes, es decir
creando un foco de atencion en los genotipos de riesgo ya que, en ocasiones, el
presentar dos o mas de ellos llega a representar un riesgo mucho mayor, incluso,

que los factores de riesgo tradicionales.

En México y, particularmente, en el Instituto Mexicano de Seguro Social es factible
el desarrollo de este tipo de investigaciones, pues se cuenta con la infraestructura
necesaria para la realizacion de investigacion de vanguardia ademas de la

experiencia de investigadores expertos en el tema de coagulopatia.

Con base en los resultados de esta investigacion se podran sentar las bases para
la busqueda de factores de riesgo genéticos en familias con antecedentes de IAM
en sujetos jovenes, a fin de implementar estrategias tempranas en estilo de vida

que permitan mejorar la morbilidad y mortalidad.
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c. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Infarto agudo al miocardio es la principal causa de muerte en nuestro pais y que
se presenta hasta un 10% en los sujetos jovenes, en los cuales solo se documenta
en un 50% factores etiologicos. Es la combinaciéon de factores genéticos vy
ambientales, que en nuestro pais aun no se han identificado factores genéticos que
pudieran estar asociados al desarrollo del evento agudo trombdético. En la mayoria
de los pacientes no se alcanza una rehabilitacion total por lo que queda con
discapacidad permanente y expuesto a un segundo evento trombdtico el cual le
puede originar la muerte. Debido a lo anteriormente comentado, se desarrollé esta
tesis con la finalidad de analizar la frecuencia y la posible asociacion de los
polimorfismos I/D en el gen de la ECA y el M235T en el gen del AGT con la
presentacion del IAM en pacientes jévenes mexicanos. De ser positivos los
resultados y demostrar esta asociacion, podremos identificar a poblacién con riesgo
genético de presentar IAM misma en la que se deberan tomar medidas enérgicas
para el control de los factores de riesgo conocidos e incluso tratamiento

farmacolodgico, de ser necesario.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la asociacion que existe entre los polimorfismos insercion/delecién en el
gen de la enzima convertidora de angiotensina y el polimorfismo M235T en el gen
del angiotensindgeno para el desarrollo de infarto agudo al miocardio en sujetos <45

anos?
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d. HIPOTESIS

Hi: Los polimorfismos insercion/delecién en el gen de la enzima convertidora de
angiotensina y el M235T del gen del angiotensindgeno se asocian con al menos un

OR de 1.8 con el desarrollo de infarto agudo al miocardio en sujetos <45 afios.

Ho: Los polimorfismos insercién/delecion en el gen de la enzima convertidora de
angiotensina y el M235T del gen del angiotensinogeno no se asocia con el

desarrollo de infarto agudo al miocardio en sujetos <45 afos.

e. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos insercidén/delecion en el gen
de la enzima convertidora de angiotensina y el M235T en el gen del

angiotensindgeno y el desarrollo de Infarto agudo al miocardio <45 anos.
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Il. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS
a. LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.

El estudio se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion en Trombosis, Hemostasia

del Hospital General Regional No. 1 Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro.

b. DISENO DE LA INVESTIGACION

Estudio de casos y controles.

De acuerdo a la manipulacion de la variable de interés: observacional
De acuerdo a la medicion del desenlace: transversal

De acuerdo a temporalidad: retrospectivo

c. DISENO DE LA MUESTRA
1. UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes con diagnéstico de Infarto agudo al miocardio <45 afos en el grupo de

casos y sujetos <45 anos sin la enfermedad que conformaron el grupo control.

2. POBLACION ACCESIBLE: GRUPOS DE ESTUDIO.

a) Casos: Pacientes con diagnéstico clinico, electrocardiografico y por laboratorio

de infarto agudo al miocardio mayores de 18 afios y hasta 45 afos de edad que
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ingresen a la unidad de cuidados coronarios del Hospital General Regional niumero

2 de Instituto Mexicano del Seguro Social.

b) Controles: Sujetos sin diagnéstico de IAM mayores de 18 y <45 afios, que
acudan como donadores al Banco Central de Sangre del Hospital General Regional
numero 2 de Instituto Mexicano del Seguro Social, pareados por edad y género con

los casos.

3. CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Pacientes de cualquier género.

2. Mayores de 18 afos y menores de <45 afios.

3. Con diagndstico clinico, electrocardiografico y por laboratorio de IAM:

Dolor toracico = 20 minutos, Elevacién del segmento ST en dos o mas
derivaciones contiguas de 2 mm en Vi3 y 1 mm en el resto de las

derivaciones y/o Elevacion de CPK-MB o troponina-| = percentil 99.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Pacientes que decidieron no ingresar al protocolo.
- Con antecedentes de cardiomiopatia congénita o adquirida.

- Con antecedentes de valvulopatia cardiaca.
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TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluyeron 242 pacientes no relacionados con Infarto agudo al miocardio con
una edad de <45afos, quienes fueron admitidos en la unidad de cuidados
intensivos coronarios y 242 sujetos sin  IAMCEST pareados por edad y género

quienes fueron reclutados de enero del 2006 a junio 2013.

Estudios anteriores en poblacibn mexicana con tamano de muestra similar han
encontrado diferencias estadisticamente significativas, incluso este estudio se

deriva de una cohorte de pacientes con IAM jovenes mexicanos.

d. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES
VARIABLE INDEPENDIENTE:

1. Presencia del polimorfismo insercion/delecion en el gen de la enzima

convertidora de angiotensina.

a) Definicion Conceptual: Variacion en la secuencia de ADN en el gen de la enzima
convertidora de angiotensina, el cual consiste en una insercion (I) o delecién (D) de

287 pares de bases en el intron 16.

b) Definicion Operacional: es la presencia de la variacion en la secuencia  del
ADN, el cual ocurre en mas del 1% de la poblacion caracterizado por una insercion

(I) o delecion (D) de 287 pares de bases en el intron 16.
c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicién: si/no

2. Presencia del polimorfismo M235T en el gen del angiotensionégeno.
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a) Definicibn Conceptual: Variacion en la secuencia de ADN en el gen del
Angiotensindgeno, el cual consiste en una sustitucion de una Metionina por una

Treonina en la posicion 235 de la secuencia de la proteina.

b) Definicion Operacional: es la presencia de la variacion en la secuencia del ADN,
el cual ocurre en mas del 1% de la poblacién caracterizado por la sustitucion de una

Metionina por una Treonina en la posicion 235 de la secuencia de la proteina.
c) Tipo de Variable: cualitativa
d) Escala de Medicién: nominal, dicotdmica

e) Unidades de Medicion: si/no

VARIABLE DEPENDIENTE:
1. Pacientes con Infarto Agudo al Miocardio

Definicion Conceptual: Muerte celular de las miofibrillas causada por falta de aporte

sanguineo a una zona del corazén.

Definicién operacional: Presencia de al menos 2 de los siguientes criterios: 1) Dolor
toracico sugestivo de isquemia, 2) Cambios electrocardiograficos caracteristicos
(ver criterios de inclusién), 3) Incremento en los biomarcadores de necrosis

miocardica (ver criterios de inclusion).
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal

Unidad de Medicion. Dicotémica. Si/No

VARIABLES DE INTERVENCION:
1. Hipertension arterial sistémica
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a) Definicion Conceptual: elevacion de la tension arterial sistolica >de 140 mmHg o
de la tensién arterial diastélica >90 mmHg en mediciones repetidas, o bien cifras de

tension, arterial normal, pero bajo tratamiento antihipertensivo.

b) Definicién Operacional: es la presencia de diagndstico previo o durante la revision
de cifras de tension sistélica igual o mayor a 140 mmHg o diastdlica igual o mayor
a 90 mmHg en mediciones repetidas o bien cifras de tensién arterial normales pero

bajo efecto de tratamiento antihipertensivo.
c) Tipo de Variable: cualitativa
d) Escala de Medicién: nominal, dicotdmica

e) Unidades de Medicién: si/no

2. Diabetes Mellitus

a) Definicion Conceptual: elevacién de la glucosa sérica igual o mayor de 126 mg/dL
en ayuno de al menos 6 horas, o bien 200 mg/dL o mas a cualquier hora del dia con

presencia de sintomas.

b) Definicion Operacional: es la presencia del diagnéstico previo o durante la
revision de cifras de glicemia igual o mayor de 126 mg/dL en ayuno de al menos 6
horas, o bien 200 mg/dL o mas a cualquier hora del dia con presencia de sintomas,

o bien cifras normales de glucemia bajo tratamiento hipoglucemiante.
c) Tipo de Variable: cualitativa
d) Escala de Medicién: nominal, dicotomica

e) Unidades de Medicion: si/no
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3. Dislipidemia

a) Definicién Conceptual: estado de desequilibrio entre el aporte y la demanda de
oxigeno en tejido miocardico que condiciona isquemia tisular con presencia de

lesiones aterotromboticas obstructivas.

b) Definicion Operacional:

Colesterol igual 6 mayor a 220 mg/dl y triglicéridos igual 6 mayores a 180 mg/dl
c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotomica

e) Unidades de Medicién: si/no

4. 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 exposicion pasiva al humo

de tabaco diariamente al menos un aro.

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

un ano, o bien la exposicion pasiva al humo de tabaco diariamente al menor un aio.
c) Tipo de Variable: cualitativa
d) Escala de Medicién: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicién: si/no
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5. Obesidad

a) Definicion Conceptual: Peso corporal secundario al acumulo de tejido adiposo

que confiere un indice de masa corporal >30m2 superficie corporal.

b) Definicién Operacional: sujetos con indice de masa corporal >30m2 superficie

corporal.
1) Tipo de Variable: cualitativa
d) Escala de Medicion: nominal, dicotémica

e) Unidades de Medicién: si/no
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f. ASPECTOS ETICOS

Con relacion a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les proporcioné el
formato 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 18% Asamblea Médica Mundial,
Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japon 1975. Los datos personales y
los resultados de los participantes son estrictamente confidenciales. Solo seran
conocidos por el investigador. No se hara divulgacion de los mismos o intercambio
de datos. Se hizo la invitacion a participar en el protocolo a cada uno de los sujetos
para poder ser integrados al mismo. Se explico a cada uno de ellos, en forma
detallada, en lo que consistia el procedimiento haciendo especial énfasis en que la
participacion o no en el estudio de ninguna manera afectaria o modificaria su
tratamiento. A todos los participantes se les proporciono la carta de consentimiento
informado, asi mismo, se resolvieron las dudas respecto a la misma y, una vez que
se tuvo total claridad y certeza del contenido, se procedioé a recabar la de la misma

por los participantes.

f. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

A) Se realiz6 la toma de muestras sanguineas, separacion del plasma y contenido
celular para la extraccion de ADN, seguida de la amplificacién de las secuencias
de interés mediante la deteccion de reaccion en cadena de la polimerasa de
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) y
establecer la presencia o no de polimorfismo en el total de las muestras a estudiar,

(Ver anexo 1).

Una vez obtenidos los resultados se procedié a la etapa de analisis, asi como la

valoracion de su asociacion con los factores de riesgo conocidos.
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g. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos continuos fueron expresados como media + desviacion estandar; los
datos categodricos fueron expresados como porcentajes. El significado de las
diferencias entre variables continuas fue determinado por la prueba de t de Student.
La diferencia entre variables categoricas, fue determinada con prueba de chi
cuadrado. El ajuste del OR fue calculado por regresion logistica multivariable para
los polimorfismos I/D y M235T y factores de riesgo cardiovasculares tradicionales;
se consider6 en valor de P <0.05 como estadisticamente significativo. Para
determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizé la prueba de chi cuadrado.
Sera considerado con significancia estadistica un valor de p <0.05 (una cola).Todos
los analisis estadisticos fueron hechos usando SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) (version 18: SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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lll. RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas basales de los pacientes y los controles se muestran en
la tabla 1. El origen étnico de todos los pacientes y controles fue México — mestizo.
La poblacion estudiada estuvo compuesta por 242 pacientes, todos <45 afios, con
diagnostico de IAM y 242 controles pareados por edad y género. El indice de masa
corporal fue similar entre ambos grupos (NS). La prevalencia de factores de riesgo
fue mas alta en el grupo de pacientes, las causas asociadas con IAM fueron,
diabetes mellitus (33.5% vs 21.5%, OR 1.84; 95% IC 1.20 — 2.82, p<0.003),
hipertension (40.5% vs 15.2%, OR 2.68; 95% IC 1.75 - 4.10, p< 0.001), tabaquismo
(74.0% vs 31%, OR 6.33; 95% CI1 4.18-9.59, p <0.0001), finalmente historia familiar
de CAD (36.0% vs 19.4%, OR 2.29; 95% IC 1.48- 3.53, p <0.001).

Tabla 1 Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con IAM y sus controles

Variable Pacientes Controles OR Valor de P
(n 242) (n 242)
Edad, aios 41.0+5.3 39.7+5.0 NS

Género, masculino (%) 191 (78.9) 192 (79.3) NS

indice de masa 29.5+3.2 28.7+4.2 NS
corporal (kg/m?)

Diabetes mellitus n (%) 81(33.5) 52 (21.5) 1.84 0.003
Hipertension n (%) 98 (40.5) 42 (15.2) 2.68 0.001
Tabaquismo n (%) 179 (74.0) 75(31.0) 6.33 0.001
Dislipidemia n (%) 128 (52.9) 65 (26.9) 3.15 0.001
Historia familiar de 85 (36.0) 47 (19.4) 2.99 0.001

CAD

Tabla 2, muestra el genotipo y la distribucion de alelos de I/D para pacientes y
controles. Estos tuvieron una diferencia significativa en la distribucion del genotipo
entre ambos grupos (P 0.03). La distribucion del genotipo en el grupo de pacientes
fue: 75 individuos (31%) homocigoto para el alelo I, 124 (51.2%) heterocigotos I/D y
43 (17.8%) homocigotos para el alelo D. Hubo una diferencia significativa en la
frecuencia del alelo (p=0.03). Para pacientes y controles, la frecuencia del alelo D

fue de 43.4% y 36.8%, respectivamente. En el analisis univariable se encontré una
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diferencia en la distribucion del genotipo entre los pacientes con IAM y los controles
(I/l'y 1/D portadores), comparado con el alelo D/D (OR 1.52, 95% IC 1.02 -2.24,
p=0.03).

Tabla 2. I/D frecuencia de genotipos y alelos en pacientes con IAMCEST y

controles
Genotipo I/D Pacientes Controles OR Valor de P
(n=242) (n=242)
0.03*
1/1n (%) 75 (31.0) 98 (40.2)
1/D n (%) 124 (51.2) 112 (46.0)
D/D n (%) 43 (17.8) 32(13.8)
I/lvs 1/D+D/D 167 vs 75 144 vs 98 1.52 0.03*
ALELO 0.03*
1, n (%) 274 (56.6) 308 (63.2)
D, n (%) 210 (43.4) 176 (36.8)

Tabla 3, muestra la distribucion de genotipos y alelos del polimorfismo M235T para
los pacientes y controles. Hubo una diferencia significativa en la distribucion del
genotipo entre ambos grupos (p=0.02). La distribucion del genotipo en el grupo
control fue de 138 individuos (57.0%) homocigotos para el alelo M, 98 (40.5%)
heterocigotos M/T, y 6 (2.5%) homocigotos para el alelo T. Hubo una diferencia
significativa en la frecuencia del alelo (p=0.02). Para los pacientes y controles, la
frecuencia para el alelo T fue de 26.5% y 18.3%, respectivamente. El analisis
univariado identificé como factor de riesgo para IAM aquellos que portan el alelo T
(es decir, aquellos con los genotipos M/ Ty T/ T) en comparacion con aquellos con
el genotipo M/M OR 1.78 (95%CI 1.20-2.64, P=0.02).
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Tabla 3. Frecuencia de alelo y genotipo M235T en pacientes con IAM y

controles.

Pacientes Controles OR p Valor
(n=242) (n=242)

M/M, n (%) 138 (57.0%) 170 (70.2%)

TIT, n (%) 6 (2.5%) 10 (4.1%)

Alelo

T, n (%) 110 (26.5%) 82 (18.3%)
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IV. DISCUSION

Este es el primer estudio en poblacidn mexicana que demuestra la asociacion
existente en pacientes con infarto agudo al miocardio menores de 45 anos con la
presencia de las variantes genéticas: el polimorfismo M235T en el gen del
angiotensindgeno y el polimorfismo Insercién/Delecion en el gen de la enzima
convertidora de angiotensina. Esta investigacion abre la posibilidad del desarrollo

de estrategias preventivas en este tipo de pacientes en nuestra poblacion.

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales causas de mortalidad
a nivel mundial, es el resultado de factores de riesgo genético y ambiental. La
incidencia de infarto agudo al miocardio es de 10% en pacientes menores de 45
afios 0 menos (76). La contribucién genética para el desarrollo de ECV se estima
en un rango del 20% al 60%, los factores genéticos son los mas relevantes en

aquellos que desarrollan ECV a una edad mas temprana (77).

Estudios previos han demostrado que el polimorfismo I/D en la ECV, esta
asociado con un mayor el incremento enzimatico de la ECA (43). La ECA es
responsable de la conversidon de angiotensina | al péptido precursor angiotensina
II, la cual es un potente vasopresor y se ha implicado en la patogénesis de la
ateroesclerosis mediante la induccion de la hiperplasia e hipertrofia de las células
de musculo liso. Varios estudios han demostrado la correlacién positiva entre la
presencia del polimorfismo I/D y el desarrollo de enfermedad cardiovascular en
diferentes poblaciones (78,79). Sin embargo, solo pocos estudios han incluido
individuos jovenes, en quienes el componente genético ha demostrado ser mas
relevante (78). De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
analiza la posible asociacion entre el polimorfismo I/D en el gen de la ECA vy la
presencia de IAM en adultos jovenes en México. Identificamos al alelo D como un
factor de riesgo para IAM prematuro en pacientes mexicanos mestizos de <45 afios
de edad, y lo mas importante el alelo D se mantuvo como factor de riesgo
independiente para IAM después del ajuste con otros factores de riesgo como
diabetes, hipertension, tabaquismo, historia familiar de enfermedad coronaria y
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dislipidemia. Nuestros resultados son acordes con estudios previos con individuos

jovenes, donde el genotipo D demostré su asociacion con ECV (78-81).

Encontramos una alta prevalencia de homocigotos para el alelo D con un riesgo
incrementado del 1.52 para infarto agudo al miocardio en este subgrupo de
pacientes jovenes. Previamente, Vaisi-Raygani et al, (82) demostraron que el alelo
D/D incrementa el riesgo de ECV en individuos jovenes menores de 55 afios en
1.35 veces, también Guney et al, encontraron un incremento de 1.44 veces en el
riesgo en pacientes del mismo grupo de edad, menor de 55 afios (83). Ademas, en
el estudio de Franco et al, (84) demostr6 en 201 pacientes y 201 controles,
pareados por edad y género que el genotipo DD se asocio con un incremento en el
riesgo de infarto agudo al miocardio. Sin embargo, no se encontré asociacion alguna
con el polimorfismo 1/D vy la progresion de la enfermedad. Encontraron un mayor
porcentaje del genotipo I/D y DD en el grupo de pacientes |l (42%), I/D (44%)y DD
(14%), comprado con nuestro grupo Il (31.0) I/D (61.2) y D/D (17.8) (80). (Tabla
4)

Nuestros resultados son también consistentes con otros estudios hechos en Espaia
por Alvarez et al, (85) y Japén por Hoshida et al, (86) quienes demostraron que el
alelo D/D incrementa el riesgo para ECV prematura (pacientes menores de 55

afos).

Cambien et al, (87) fue el primero en demostrar el posible papel del genotipo DD
como factor de riesgo cardiovascular. Sin embargo, otros estudios no han
demostrado asociacion significativa del polimorfismo 1I/D y la severidad de la EAC,
sélo al inicio del sindrome coronario agudo, por lo tanto, estos datos sugieren un
posible papel en el mecanismo implicado en la inestabilidad de la placa, ulceracion

y trombosis (88).

Estudios previos han demostrado que el receptor de ECA /Ang Il / AT1 se expresa
en sitios estratégicos en las placas de ateroma en humanos, sugiriendo que Ang Il
es producida principalmente por ECA en las placas coronarias (85, 86). Ademas, el

alelo ECA D/D se ha correlacionado con un incremento de ECA que es responsable
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de la conversién de angiotensina | al péptido precursor angiotensina Il que induce
la produccion de aldosterona (89, 90). Los niveles elevados de aldosterona influyen
en la hipertension arterial, fibrosis cardiaca, disfuncion diastélica y se ha implicado

en la patogénesis de la ateroesclerosis.

Reportes clinicos de Kaur et al, demostraron que los pacientes que fumaban y eran
portadores del genotipo ECA ID+DD tenian 2.4 el riesgo incrementado de IAM en
comparacion con quienes no fumaban y no eran portadores. Encontraron una
distribucion similar del genotipo en el grupo de pacientes comparado con el presente
estudio. Demostraron que el polimorfismo AT1R 1166A/C se asocia con IAM en
pacientes Indios del norte, particularmente tenian el polimorfismo ECA I/ID y
fumaban (91). En el presente estudio, nosotros encontramos que los individuos con

alelo D y habito tabaquico tuvieron un riesgo incrementado para IAMCEST de 2.1.

Reportes previos han demostrado que el alelo D y el tabaquismo estan asociados
con un incremento en los niveles de angiotensina Il, se ha demostrado el
incremento en la formacion de aniones superoéxido y la degradacion de éxido nitrico,
causando disfuncion endotelial. El desarrollo prematuro de ateroesclerosis podria
estar provocado por la presencia del alelo D y el tabaquismo. Por lo tanto, la
deteccién del alelo D podria ser util para la prevencion de IAM prematura, en

individuos con historia familiar de ECV y habito tabaquico.

En contraste, se ha encontrado una asociacion negativa entre el polimorfismo I/D y

ECV en poblacion caucasica de Nueva Zelandia (55).

Se ha sugerido que estas inconsistencias pueden deberse a la diferencia de
antecedentes en la poblacion. La heterogenicidad en la asociacién del polimorfismo
ECA I/D con la enfermedad arterial coronaria y el IAM puede deberse a la diversidad
étnica y a diversos factores genéticos y ambientales implicados en la regulacién de
la ECV.

Una limitante de este estudio fue que no se evaluaron los niveles de actividad de
ECA. Sin embargo, estudios previos han determinado que el polimorfismo I/D podria
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estar implicado en el cambio conformacional en la proteina de ECA con la

consecuente modificacion de los niveles de ECA (43).

El M235T y T174M son los polimorfismos de AGT mas ampliamente estudiados
que se han asociado con cambios en la concentracion plasmatica de AGT, la cual

es la responsable de los niveles de angiotensina Il en el plasmay en los tejidos (92).

En este estudio el genotipo MT o TT del polimorfismo M235T en el gen del
angiotensinogeno representa un incremento en el riesgo para el desarrollo de IAM.
Nuestros resultados son similares a los publicados por Li X et al, quienes
demostraron que M235T se asocia con infarto del miocardio en poblacion China.
(93). Realizaron un meta-analisis y los resultados mostraron que M235T representa
un factor de riesgo genético para poblacion asiatica. También, Rodriguez- Pérez y
su grupo encontraron que el genotipo AGT-235T representa un incremento de dos
veces el riesgo para EAC en poblacion espafiola. Sin embargo, sus resultados son
diferentes a los nuestros porque no demostraron asociacion entre el genotipo ECA

(I/D) y pacientes con EAC en el mismo grupo de pacientes. (92).

En contraste, los datos obtenidos por Tiret et al, mostraron que el polimorfismo en
el angiotensindégeno puede estar involucrado en la predisposicidn a hipertension,
pero no tiene impacto en el riesgo de infarto al miocardio no fatal (71). Ademas, el
estudio previo de Singh et al, demostré que la variante M235T del AGT se asocia
de manera significativa con hipertension en mujeres y el genotipo ECA DD podria

ser un factor de riesgo para hipertension arterial en el sur de la India (94).

Nuestros resultados son similares a los encontrados por Saidi et al, que encontraron
que AGT M235T, pero no AGT T174M se asociaba a un incremento en el riesgo

en los Tunisinos (95).

Ademas, Wang et al, publicaron un meta analisis con 8,147 casos de enfermedad
arterial coronaria y 5,344 controles, en el que el polimorfismo AGT T174M se asocid
como factor discrepancia entre los estudios puede ser resultado de las diferencias
étnicas, edad, tamano de la muestra y criterios de ECV de los pacientes o, diferente

interaccién de los factores genéticos con los ambientales. Varios estudios, han
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demostrado multiples interacciones de diferentes polimorfismos que pueden
contribuir al desarrollo de enfermedad aterotrombotica a edad temprana confiriendo

una combinacion especifica en cada individuo (96-98).

Hemos demostrado previamente que la presencia del polimorfismo 4G/5G en el
inhibidor del activador de plasmionégeno tipo 1 (PAI-1) representa un incremento
en el riesgo en algunos grupos de pacientes, y el aumento en los niveles
plasmaticos de PAI-1 estuvo presente en los portadores del alelo 4G comparado
con los individuos con el alelo 5G (29). Ademas, el Glu298Asp en el gen del éxido
nitrico sintetasa endotelial (eNOS) (30), y el polimorfismo en la IlIA PIA2, se

asociaron con |IAM (99).

En contraste el N700S del gen TSP (31), el R353Q en el gen del factor FVII de la
coagulacion (100), y el C677T en el gen de la 5,10 Metilenetetrahidrofolato
reductasa (31), no se asociaron con la enfermedad en el grupo de individuos

jévenes con enfermedad arterial coronaria.

Por lo tanto, en este trabajo se propone que los pacientes jovenes con |IAM, tienen
un estado hipofibrinolitico, incremento en la agregacion plaquetaria y la presencia
de disfuncion endotelial, lo que puede contribuir al proceso aterotrombético y la
formacion prematura de placas aterotrombéticas inestables con el ulterior desarrollo

de la enfermedad isquémica coronaria.

En este estudio los factores de riesgo modificables como tabaquismo, dislipidemia,
historia familiar de ECV y la hipertensién representaron factores de riesgo
independientes para el desarrollo de Infarto agudo al miocardio en combinacion

con los factores de riesgo tradicionales en cada individuo.

Aunque, la prevalencia de cada polimorfismo entre los diferentes grupos étnicos,
subgrupos étnicos pueden, a su vez, mostrar diferentes tasas de portadores o
susceptibilidad ambiental para polimorfismos especificos de la enfermedad, que
pueden en parte explicar las diferencias étnicas y regionales en el riesgo de IAM.
Basandose en el hecho de que la enfermedad cardiovascular es un proceso

multifactorial, debe de esperarse que un polimorfismo comun pueda tener cierto
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impacto en la enfermedad cardiaca coronaria junto con otros factores de riesgo
como se ha demostrado no sélo en este estudio pero también para otros

polimorfismos en el mismo grupo de pacientes.

V. CONCLUSIONES

Nuestros resultados identificaron que el alelo Delecion (D) del polimorfismo
Insercion/Delecion (I/D) de ECA y M235T del gen AGT representa un factor de
riesgo independiente para IAM a edad temprana en poblacion Mexicana y podria
contribuir en la progresion de ateroesclerosis y en el desarrollo de enfermedad
coronaria aguda. Ademas, factores de riesgo modificables como tabaquismo,
hipertension, historia familiar de ECV y dislipidemia fueron factores
independientemente asociados con IAM en este estudio. Se necesita un trabajo
adicional para determinar el papel prondstico de los factores genéticos asociados
con un incremento en el riesgo de enfermedad arterial coronaria en individuos
jévenes, especialmente en aquellos con control exitoso de los factores de riesgo

modificables.
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ANEXO 1

Extraccion de la muestra sanguinea: Se extrajo de la vena antecubital
5 ml de sangre total, la cual fue colectada en un tubo conteniendo EDTA,
el cual fue centrifugado a 2500 g por 10 minutos. Posteriormente, la capa
superior (plasma) fue retirada cuidadosamente tratando de no perturbar
la siguiente capa en donde se encuentra localizado el contenido de células
mononucleares (buffy coat), la cual, posteriormente, fue 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 encuentraba en la capa inferior, se

desech6 en un contenedor destinado para material (residuos peligrosos).

Extraccion de ADN: Se utilizé 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 procedio a su
conservacion en un refrigerador a -70 ° C, hasta su posterior empleo para

la amplificacion de los segmentos correspondientes.
Genotipificacion de la insercion/delecion en el gen de la ECA:

Después de la extraccion de ADN se procedié a la amplificacion del
fragmento de interés mediante el uso de la técnica de biologia molecular
PCR-RFLP con los siguientes oligonucleédtidos: (sentido) 5'-CTG GAG ACC
ACT CCC ATC CTT TCT-3"Y (contrasentido) 5" GAT GTG GCC ATC TTC GTC
AGA T-3’ en un volumen final de 50 microlitros conteniendo 3 Mm cLmG,
50 Mm kcL, 10 Mm Tris-HCL (pH 8.4), 0.5 mM de cada dNTP (Promega)
and 1 unidad de Taq polimerasa (Promega). La amplificacion se llevara a
cabo en un termociclador marca Applied Biosystem bajo las siguientes
condiciones térmicas desnaturalizaciéon a 94°C por 1 min, alineacion a
58°C por 1 min y extension a 72°C por 2 min repetidos por 30 ciclos. Los

productos de PCR fueron separados mediante un gel de agarosa al 3% y
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visualizados mediante bromuro de etidio en un transiluminador de luz UV.
La interpretacion genotipica se bas6 en el reconocimiento de las bandas
de 190 y 400 pares de bases para la delecion (D) e insercion (1),

respectivamente.

Determinacion del nivel plasmatico de ECA:

Se determindé mediante el uso de un Kit comercial basado en la técnica
inmunoenzimatica (ELISA), la cual consiste en un anticuerpo monoclonal
de raton anti ECA humano y este se une a la ECA circulante en plasma
del paciente o del control. Posteriormente, se adiciona un segundo
anticuerpo marcado con una enzima de peroxidasa de rabano picante, se
adiciona un substrato el cual desarrolla color y nos indica de una manera
proporcional la cantidad de ECA contenida en la muestra en estudio. Los
resultados obtenidos fueron comparados previamente a una curva

estandar.

Genotipificacion del polimorfismo M235T en el gen del

angiotensindégeno:

Después de la extraccion de ADN se procedié a la amplificacion del
fragmento de interés mediante el uso de la técnica de biologia molecular
PCR-RFLP con los siguientes oligonucleétidos: (sentido) 5'-CTG GAG ACC
CCT CCC ATC CTT TCT-3"Y (contrasentido) 5" GAT CGT GCC ATC ATC CTG
AGA T-3' en un volumen final de 50 microlitros conteniendo 3 Mm CIMg,
50 Mm Kcl, 10 Mm Tris-HCL (pH 8.4), 0.5 mM de cada dNTP (Promega)
and 1 unidad de Taqg polimerasa (Promega). La amplificacion se llevara a
cabo en un termociclador marca Applied Biosystem bajo las siguientes

condiciones térmicas desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion a
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58°C por 1 min y extension a 72°C por 2 min repetidos por 30 ciclos. Una
extension final de 15 min a 72°C. Los productos de PCR seran separados
mediante un gel de agarosa al 3% y seran visualizados mediante bromuro
de etidio en un transiluminador de luz UV. Los productos obtenidos seran
restringidos con la enzima especifica Hinf | La interpretacion genotipica
se basar en el reconocimiento de las bandas de M (240pb) y T (340pb)

respectivamente.
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ANEXO 2

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN TROMBOSIS HEMOSTASIA Y
ATEROGENESIS. H.G.R. No.1 DR. "CARLOS MAC GREGOR SANCHEZ NAVARRQO”

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente yo doy mi
autorizacion a la Dra. Irma Isordia Salas y colaboradores para participar en
el estudio de investigacion titulado “FRECUENCIA DE LOS
POLIMORFISMOS INSERCION/DELECION EN EL GEN DE LA ENZIMA
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA Y EL M235T EN EL GEN DEL
ANGIOTENSINOGENO EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DE
MIOCARDIO”, mismo que consiste en la toma de muestra sanguinea (10ml)
para la determinaciéon de la presencia de dichos polimorfismos mediante
técnicas de biologia molecular forma parte del estudio integral de mi
padecimiento; mi participacibn es voluntaria. En caso de negarme, dicha
decisién no repercutira en lo absoluto en mi tratamiento.

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

de conformidad.

Nombre y firma del paciente

Domicilio

Fecha

Nombre y firma del testigo

Nombre y firma del testigo

Responsable: Dr. en C. Irma Isordia Salas Teléfono: 56395822 Ext. 22853

Direccion Gabriel Mancera No. 222 Col del Valle CP 03100
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ANEXO 3

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN TROMBOSIS HEMOSTASIA
Y ATEROGENESIS. H.G.R. No.1 DR. CARLOS MAC GREGOR SANCHEZ
NAVARRO

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PROTOCOLO: “"FRECUENCIA DE LOS POLIMORFISMO
INSERCION/DELECION EN EL GEN DE LA ENZIMA CONVERTIDORA
DE ANGIOTENSINA Y EL M235T EN EL GEN DEL
ANGIOTENSINOGENO EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DE
MIOCARDIO”

Nombre:

No.Afiliacion:

Edad: Sexo: Tel:

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

DM: HAS: HDL VLDL

Micro albuminuria : Acido drico: LDL:
Glucosa: Colesterol:

Triglicéridos: Fibrinégeno:

Hemoglobina: Hematdcrito:

Leucocitos: Plaquetas:

Presion diastolica: Presion sistolica:

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

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

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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