UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

“Determinacién molecular de marcadores genéticos
en sindromes coronarios agudos y su relacién con
los eventos cardiovasculares adversos”

POR:
M. en C. Luis Miguel Canseco Avils

Como requisito parcial para pbtener el Grado de
DOCTORADO EN CIENCIAS con Especialidad en
Biologia Molecular e Ingenierfa Genética

Octubre, 2005



:
:
:
:




WRATMAR

0000000000



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

T,
y ..nl"m"ll'l"’"’“?lﬂm-"'h.

2

o
s

&
§

"Determinacion molecular de marcadores genéticos
en sindromes coronarios agudos y su relacion con
los eventos cardiovasculares adversos™

POR:

M. en C. Luis Miguel Canseco Avila

Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTORADO EN CIENCIAS con Especialidad en
Biologia Molecular e Ingenieria Genética

Octubre, 2005



70

Rcois
Wl
&3

2285




" DETERMINACION MOLECULAR DE MARCADORES GENETICOS EN
SINDROMES CORONARIOS AGUDOS Y SU RELACION CON LOS
EVENTOS CARDIOVASCULARES ADVERSOS *

Aprobacion de la Tesis:

D;/ﬁdclo Ortiz Lépez

(ol

Augusto Rojas [Martinez
Co-Dlrector de Tesis

|-y

Dr¥Hugo A{—B'arrera Salfiafa

Co-Dirgctor de Te

Dra. Agnes Revol de Mendoza
Comision de Tesis

Dra. Herminia G. Magtinez Rodriguez
Comision de Tesis

@QA(A AL

Dionicio A. Galarza Delgado
Subdirector de Estudios de Posgrado




El presente trabajo se llevdo a cabo en el
Laboratorio de Genética Molecular del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leodn.



DEDICATORIA

A Dios

Por ser la fuerza que me hace sequir.

A mi Madre
®or todo tu amor, ti fuerza, ensefianzas y apoyo incondicional para que siempre pudiera realizar mis
metas.

A mis Amores
Mireya: Por tu amor infinito, por tu apoye y comprension en esta etapa y a [o largo de nuestra vida
juntos. ®or darme el mejor regalo de ms vida.
Alondra: ®or darme Amor y Alegrias todo los dias. Por ser la fuete de inspiracion y deseos de ser
mejor cada dia.

A mi famiba
(Quigue, freddito, Fredds, Milo, Fabi, Monse, Tia Mars, Tio Milo, Tio Bruno, Tia Chata, Tia Jobi y
mis primos)
®or todo el amor 'y apoyo que siempre me fian dado. ®or estar conmigo en los momentos alegres y
tristes, por cuidarme y ensefiarme que la vida es bella cuando tienes seres con quien compartiria,

A mi sequnda familia
(Suegros, compadres, Dofia Marganita, Everin, Alfredito, Betito, Paquito, Alfre, Meme, Tia Nor,
Don Meme, Pino y demds familia)
@or apoyarme y quererme. Por compartir conmigo y con Mireya estos sueios de superacion.
A mis amigos
(Sergio, Marisol, Alonso)

®or todos los momentos que refmos y disfrutamos mucho, por su valiosa y sincera
amistad.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Rocio Ortiz, por estos cinco afios de enseiias, apoyo y confianza. Por
su calidez y bondad.

A los Drs. Augusto Rojas y Carlos J. Sanchez por sus consejos, colaboracion
y tiempo para la realizacion de este proyecto.

A los Drs. Hugo A. Barrera, Aghes Revol, Herminia G. Martinez y al
personal académico de la ULIEG, por sus ensefianzas y comentarios que
siempre brindaron a mi trabajo realizo en este laboratorio.

A los Drs. Esteban, Anabel, Garza y al personal del servicio de urgencias del
Hospital 34 del IMSS por su ayuda y colaboracién para la realizacion de este
proyecto.

A mis compareros de la ULIEG: Angel, Bere, Carmen, Karina, Iram, Itzel,
Mauricio, Sergio, Luly, Pablo, Ivan por su amistad y alegrias a lo largo de mi
estancia en la ULIEG.

A todo el personal de la ULIEG (Personal administrativo, Secretarias e
intendentes) por su disponibilidad y sin fin de atenciones.

A todas los pacientes y sujetos que desinteresadamente contribuyeron con su
material genético para que esta investigacion se realizara.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por los apoyos al proyecto y
por la beca concedida.



RESUMEN CURRICULAR

Y PRODUCCION CIENTIFICA

Nombre: Luis Miguel Canseco Avila.

Fecha de Nacimiento: 27 de diciembre de 1977.

Nacionalidad: Mexicana.

Direccion: Av. central Norte 40 int, Metapa de Dominguez, Chiapas.
Teléfono: 01-962-6435094

Email: Imca2@hotmail.com

Estado Civil: Casado Hijos: 1

FORMACION ACADEMICA

-Lic. En Quimico Farmaco-Biélogo: Facultad de Ciencias Quimicas, Campus
IV, UNACH, Tapachula, Chiapas. Septiembre de 1995- Diciembre de 1999.

-Maestria en Ciencias en Biologia Molecular e Ing. Genética: Facultad de
Medicina, Dpto. Bioquimica, UANL, Monterrey, NL. Septiembre del 2000-Agosto
del 2002.

iv


mailto:lmca2@hotmail.com

DATOS RELEVANTES

Primer Lugar de Generacién en Licenciatura.

Obtencion del Titulo de Licenciatura por Unanimidad y con Mencién
Honorifica.

Premio al Mejor Estudiante de Doctorado en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética, septiembre del 2003- agosto del 2004.

PRODUCCION CIENTIFICA DEL TRABAJO
2004: Presentacién del trabajo en formato de cartel en el XXl Congreso
Nacional de Investigacion Biomédica, celebrado en Monterrey, NL,

MEXICO.

Articulo original titulado: Polymorphisms — 455 G/A and — 148 C/T and
Fibrinogen Plasmatic Level as Risk Markers of Acute Coronary

Syndrome. Enviado a publicacién.

Articulo de revision: Fibrinégeno: ¢Factor o Indicador de Riesgo
Cardiovascular? Aceptado en la Revista de Cardiologia de México. EN

PRENSA

Presentacion del trabajo en formato de cartel en el 2005: XXIll Congreso

Nacional de Investigacion Biomedica, celebrado en Monterrey, NL,

MEXICO.



TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS I
LISTA DE TABLAS 1]
NOMENCLATURA v
RESUMEN Vi
CAPITULO I: INTRODUCCION 1
1.1 PATOFISIOLOGIA DE LOS SCA 1
1.2 FACTORES DE RIESGO DE LOS SCA 3
1.3 GENETICA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR S

1.4 CARACTERISTICAS DE LOS GENES ANALIZADOS EN
ESTE TRABAJO
1.4.1 Genes de la cascada de la coagulacién sanguinea

a) Fibrinégeno (Fg)
b) Factor V (FV) 12
c) Factor FVII (FVII) 15
d) Protrombina (FIl) 17
e) Factor XIil (FXIII) 18
1.4.2 Receptor de superficie de plaquetas 21
a) Glucoproteina lib/llla (GP1Ib/llla) 21
1.4.3 Sistema fibrinolitico 23
a) Activador de plasminégeno tisular (t-PA) 23
b) Inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAl-1) 24
1.4.4 Proteina reactante de fase aguda 27
a) Proteina c reactiva (CRP, en ingles) 27

CAPITULO lI: JUSTIFICACION 31

vi



CAPITULO Ill: OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO IV: ESTRATEGIA GENERAL

CAPITULO V: MATERIAL Y METODOS

5.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS

5.2 MATERIAL CONSUMIBLE

5.3 EQUIPO DE LABORATORIO

5.4 PROGRAMAS DE ANALISIS COMPUTACIONAL

5.5 AREAS DE TRABAJO

5.6 CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUJETOS

5.7 DEFINICION DE EVENTOS ADVERSOS
INTRAHOSPITALARIOS

5.8 MATERIAL BIOLOGICO

5.9 METODOS

5.9.1 Muestra de sangre y analisis de laboratorio

5.9.2 Técnica de extraccion del dna

5.9.3 Reacciones de amplificacién (PCRs) de los genes

estudiados
5.9.4 Condiciones de amplificacion

5.9.5 Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de

restriccion (RFLPs)

5.9.6 Andlisis estadistico

CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1 MUESTRAS PARA EL ESTUDIO

32

32

32

33

35
35
37
37

39
39

40
41
41
41
42

43
45

47

48

48

vii



6.2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LOS
SUJETOS

6.3 ESTANDARIZACION DE LA DETECCION DE LOS
POLIMORFISMOS

6.3.1 Polimorfismos del Fg

6.3.2 Polimorfismo del FV

6.3.3 Polimorfismo del FVII

6.3.3 Polimorfismo del FVII

6.3.4 Polimorfismo del Fll

6.3.5 Palimorfismo del FXIII

6.3.6 Polimorfismo del Gpllla

6.3.7 Polimorfismo del t-PA

6.3.8 Polimorfismo del PAI-1

6.3.9 Polimorfismos de la CRP

6.4 FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS ANALIZADOS
EN LAS TRES COHORTES

6.5 COMPARACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y
HEMATOLOGICOS EN LAS TRES COHORTES

6.6 DETERMINAR LA CORRELACION DE LOS
POLIMORFISMOS Y NIVELES PLASMATICOS DE LOS
FACTORES BIOQUIMICOS Y HEMATOLOGICOS

ANALIZADOS

6.7 RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE LA COHORTE
EXPERIMENTAL A LOS 3,6 Y 12 MESES DESPUES DE SU
INGRESO AL ESTUDIO

6.8 CORRELACIONES ESTADISTICAS ENTRE LAS VARIABLES
DEPENDIENTES (EVENTOS ADVERSOS COMO LA
ISQUEMIA RECURRENTE, INFARTO, ETC.) Y LAS
VARIABLES INDEPENDIENTES (HALLAZGOS
BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS Y GENETICOS)

48

49
50

i A G

56
57
58
99
60
62

68

71

72

74

viii



CAPITULO VII: DISCUSION

CAPITULO VIII: CONCLUSIONES

CAPITULO IX: PERSPECTIVAS

CAPITULO X: REFERENCIAS

79

87

89

91

X



Figura 1.
Figura 2,
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.

Figura 21.

IRSLION COn

faipis

p3 CPERRRS CArgiOVESCRIRIES §dYeTyay.
en C. Luis Miguel Canseco Avila

LISTA DE FIGURAS
Pagina
Esquema de la patofisiologla de la enfermedad coronaria. 3
Esquema de los factores de riesgo de enfermedad coronaria. 5
Patofisiologia del Fg en el SCA. 10
Esquema del agrupamiento genético del Fg. 1"
Esquema de la estructura del gen del FV. 13
Esquema de la estructura del gen del FVII. 15
Esquema de la estructura del gen del FII. 17
Esquema de la estructura del gen de la cadena A del FXIIl. 19
Esquema de la estructura del gen de la cadena B del FXIIl. 19
Esquema de la estructura del gen del GPllla. 21
Esquema de la estructura del gen t-PA. 23
Esquema de la estructura del gen PAI-1. 24
Esquema de la estructura del gen de la CRP. 28
Patofisiologia de la CRP. 29
Estrategia General. 33
Polimorfismos -455 G/A y -148 C/T de! gen del Fg. 51
Polimorfismo +1689 T/G del Fg. 52
Polimorfismo Taq | del Fg. 52
Polimorfismo Bck1 del Fg. 53
Polimorfismo G1691A del FV. 54
Polimorfismo R353Q del FVII. 55



99y O {07 CYER{RS CRIEI0 VESCUISNET STVErIaR
M en C. Lais Miguel Canseco Avila

Figura 22,  Polimorfismo G20210A del Fll. 56
Figura 23.  Polimorfismo V34L del FXIII. 57
Figura 24.  Polimorfismo PLA1/PLA2 del GPlila. 58
Figura25. Polimorfismos Afu I/D del t-PA. 59
Figura26. Polimorfismo 4G/5G del PAI-1. 60
Figura 27.  Polimorfismo G1059C de la CRP. 61
Figura 28. Polimorfismo -717A/G de la CRP. 62
Figura 29.  Grafica de Seguimiento de los pacientes con SCA. 73

Figura 30. Grafica de Supervivencia del los pacientes con SCA al
comparar los niveles del Fg. 74

Figura 31.  Grafica de Supervivencia de los de los pacientes con SCA al
comparar los niveles de leucocitos. 75

Figura 32. Regresion Logistica Simple de las variables dependientes a un
afio de seguimiento de los pacientes con SCA. 76

Figura 33.  Interaccién niveles de Fibrinégeno y el polimorfismo V34L del
EXIIL. 84

Il



[cign con medog &

M en C. Luis Miguel Canseco
LISTA DE TABLAS
Pagina

Tabla1 Lista de genes y sus polimorfismos, que fueron estudiados en este

trabajo. 9
Tabla 2 Oligonucledtidos para amplificar los genes estudiados, sus

secuencias Yy claves. 44
Tabla3 Condiciones iniciales de PCR para los polimorfismos. 45
Tabla4 Programa inicial de amplificacion para los polimorfismos. 45
Tabla§ Reaccion inicial de digestion para los polimorfismos. 46
Tabla 8 Caracteristicas de la poblacién de estudio. 49
Tabla7 Genotipos del Fibrinégeno y los Grupos de Estudio. 64
Tabla 8 Frecuencia Genotipica y alélica del FV, FVII, FIl, FXIIl y GPllla en

los tres Grupos. 65
Tabla9 Frecuencia Genotipica y alélica de los genes t-PA, PAI-1, y la CRP

en los tres Grupos. 67
Tabla 10 Carga alélica de los alelos que confieren riesgo: Fg(-455A y -148T),

FVII(353Q), FXIII(34V), t-PA(Alu l) y CRP(-717A). 68
Tabla 11 Comparacion de las variables bioquimicas entre los controles sanos

yECE. 69
Tabla 12 Comparacién de las variables bioquimicas entre los controles sanos

ySCA. 70
Tabla 13 Comparacién de las variables bioquimicas entre ECE y SCA. 7

Tabla 14 Relacién entre los niveles plasmaticos del fibrinégeno vy
polimorfismos. 72

Tabla 15 Modelo de regresién multivariada logistica de isquemia recurrente a
un afio de seguimiento (p=0.002). 77

Tabla 16 Modelo de regresion multivariada logistica de muerte a un aiio de
seguimiento (p=0.001). (i 4

Tabla 17 Modelo de regresién multivariada logistica de EAT a un afio de
seguimiento (p=0.04). 78

Il



A

a.a
ACD
Alu I/D
Arg
ATHI
Cc
cols.
CRP
DNA
dNTPs
EAC
ECE
EDTA
ERG
Fg
FT
FV
Fva
Fvil
FVila
FXa
FXII
FXllla
G

Gln
°C

L < o reriee RIS VD ST 68 VT SRS,
M en C. Luis Miguel Canseco Avila

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenina

Aminoacidos

Citrato de sodio
Insercién/Delecién Alu

Arginina

Antitrombina

Citosina

Colaboradores

Proteina C Reactiva

Acido desoxirribonucleico
Trifosfatos de desoxinucleésidos
Enfermedad Coronaria Cardiovascular
Enfermedad coronaria estable
Acido etilen-diamino-tetra-acético
Elemento de respuesta a glucocorticoides
Fibrinbgeno

Facto tisular

Factor V

Factor V activado

Factor VII

Factor VII activado

Factor X activado

Factor XIII

Factor Xl activado

Guanina

glutamina

Grados centigrados

v



IC
IL-6
IM
kDa
Leu

mg
mg/dl
min
mi
mM
NCBI
ng
OR
%
PA
PAI-1

PCR
Pro

RFLP

RNA
RPCA
RM
rpm
SCA
SDS

S PEVETJOR;
anseco Avila

A

M en C. Luis Miguel

Horas

Intervalos de Confianza

Interleucina-6

infarto al miocardio

KiloDaltons

Leucina

Molar

Miligramos

Miligramos/decilitro

Minutos

Mililitros

Milimolar

Nacional Center for Biotechnology Information
Nanogramos

Razén de Momios

Por ciento

Producto amplificado

Inhibidor del Activador del Plasminégeno-1
Pares de bases

Reacciones en Cadena de la Polimerasa
Prolina

Glutamina

Arginina

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion

Acido ribonucleico

Proteina C Activada

Razén de Momios

Revoluciones por minuto

Sindrome Coronario Agudo

Dodecil sulfato de sodio



seg

Taq
TFPI
t-PA
TVP
ULIEG

segundos
Timina

idn con log ew

e fos candiovaycHianes qaversos.
M en C. Luis Miguel Canseco Avila

0

DNA polimerasa de Thermophylus aguaticus

Inhibidor via FT

Activador de Plasmindgeno tisular
Trombosis Venosa Profunda
Unidad de Laboratorios de
Genéticas

Microgramos

Microlitros

Micromolar

Voltios

Valina

Veces la concentracion

4 Guaninas/5 Guaninas

Ingenieria y Expresion

Vi



" M en C. Luls Miguel Canseco Avila

RESUMEN

Luis Miguel Canseco Avila Fecha de graduacién: Octubre, 2005
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: DETERMINACION MOLECULAR DE MARCADORES GENETICOS EN

SINDROMES CORONARIOS AGUDOS Y SU RELACION CON LOS
EVENTOS CARDIOVASCULARES ADVERSOS"”

Nimero de paginas: 119 Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias
con especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria
Genética

Area de estudio: Medicina Molecular

Propésito y Método de estudio: Analizar marcadores genéticas como predictores de la
evolucién clinica a mediano plazo de sujetos con SCA. Se reclutaron sujetos en tres cohortes
en el servicio de Urgencias del Hospital de Especialidades No. 34 del IMSS. El seguimiento se
realiz6 desde el ingreso del estudio y a los 3, 6 y 12 meses, mediante visita médica o contacto
por via telefénica. Las cohortes fueron: 1) Cohorte experimental SCA: Criterios de inclusion: a)
edad > 30 afios, b) angina inestable de reposo, infradesnivel y supradesnivel del segmento ST-
T, c) sin repercusion hemedinamica y d) aceptacion del consentimiento informado. Criterios de
exclusion: a) edad > 75 afios, b) SCA sin ruptura de placa c) Killip y Kimbal lll o IV, d) fraccion
de expuision (FE) < 35 %, e) antecedentes de factores que alteren los factores hemostaticos e
inflamatorios y f) que no deseen ingresar al estudio. 2) Cohortes de pacientes con ECE:
diagnostico establecido a través de angiografia coronaria. 3) Cohorte de individuos sanos. sin
factores de riesgo para aterosclerosis. Los integrantes de los dos grupos controles se eligieron
con relacién al grupo experimental por edad y sexo. Se analizaron 9 genes (14 peolimorfismos)
relacionados con hemostasis e inflamacién y se determin6 su asociacién con las tres cohortes
seleccionadas.

Contribuciones y Conclusiones: Este trabajo es el primero que determina polimorfismos en
genes relacionados a enfermedad coronaria en México. Demostrando que antecedentes
familiares (como la diabetes, SCA, hipertensién familiar), tabaquismo, dislipidemia, fibrinégeno,
leucocitos, neutrofilos, creatinina, polimorfismos como el -148Fg, -455Fg y 34FXIll son
marcadores de enfermedad coronaria. Como marcadores de SCA una vez que se tiene ECE se
presentaron los Ieucocitos neutrofilos, 34FXlil y Alu t-PA. Por otra parte los niveles >450 mg/dl
del Fg y >8500 cel/mm® de Leucocitos influyen negativamente en el tiempo de supervivencia.
Como marcadores independientes de Isquemia recurrente post-SCA a seguimiento de un afio
fueron enfermedad mas severa (CATT) y la carga genética del -148T del Fg y PLA2 del GPllla.
Para muerte post-SCA se mantuvieron independientes la FE reducida y el polimorfismo Alu I/l
del t-PA. De todos estos la carga genética del -148 T del Fg fue el Unico marcador
independientes de Eventos Adversos Totales (EAT). De los marcadores genéticos que se
correlacionaron con el fenotipo fueron los polimorfismos Fg (-455A, -148T 1689G y Bck1 B2);
de los cuales solo el -455 G/A y -148 C/T se mantuvieron independientes. En conclusién todos
estos marcadores clinicos, bioquimicos y genéticos en conjunto podrian ser utiles para una
mejor estratificacién de riesgo de enfermedad coronaria y de mala evolucion de los pacientes
post-SCA en nuestra poblacién.

Dra
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los sindromes coronarios agudos (SCA) son la expresion clinica de un espectro
continuo y dinamico de isquemia miocardica, con un denominador comun;
disfuncion endotelial e inflamacién, lo que induce a la inestabilidad y ruptura de
una placa de ateroma vulnerable y la formacién de un trombo local
intracoronario. Las manifestaciones clinicas son: isquemia, infarto agudo al
miocardio con y sin onda Q y muerte stbita.! Estas dependen principalmente de
una obstruccidén parcial o0 completa del trombo y de la extension del area del
miocardio en riesgo. A pesar de que |la mortalidad cardiovascular ha disminuido
en los dltimos 30 arfios en los Estados Unidos de Norteamérica, el infarto con
onda Q y sus complicaciones atin causan 1 de cada 5 defunciones.? En México
es la primera causa de mortalidad y una de las mas importantes causas de
discapacidad (45,718 muertes fueron reportadas en el 2001 por el Instituto

Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica de México)®.

1.1 PATOFISIOLOGIA DE LOS SCA
La patofisologia de las enfermedades coronarias se puede dividir en cinco
etapas (Figura 1): 1) El exceso de particulas de lipoproteinas de baja densidad

(LDL del inglés) en el torrente circulatorio, se estimula la entrada de éstas a la
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intima del endotelio y se oxidan. Entonces las LDL modificadas estimulan a las
células endoteliales para que presenten moléculas de adhesion, las cuales
atrapan a monocitos y células T. Ademas las células endoteliales también
secretan quimiocinas que atraen a las moléculas atrapadas a la tdnica de la
intima. 2) En la tunica intima, los monocitos maduran a macrofagos activos.
Estos y las células T producen mediadores inflamatorios quimiotacticos,
incluyendo citocinas y factores de crecimiento celular. Los macréfagos también
expresan receptores de LDL, que les ayudan a fagocitar a estas fipoproteinas.
3) Los macréfagos las ingieren y se llenan de LDL oxidadas, lo cual les da un
aspecto espumoso (por lo que se denominan células espumosas) y las células
T forman las lineas de grasa de los conductos sanguineos (la forma mas
temprana de la placa aterosclerética). 4) Las moléculas inflamatorias pueden
promover el crecimiento de la placa y la formacién de una capa fibrosa sobre el
nicleo lipidico. Esta se desarrolla cuando las moléculas inducen a que las
células del musculo liso de la capa media, migren a [a parte superior de la
tanica intima, se multipliquen y produzcan una matriz fibrosa firme que adhiere
a las células entre si. La capa fibrosa se ariade al tamaiio de la placa, pero las
paredes la mantienen estable, segura y separada de la sangre. 5) Mas tarde,
las sustancias inflamatorias secretadas por las células espumosas pueden
debilitar peligrosamente la capa fibrosa mediante la digestion de las moléculas
de la matriz y llegan a dafiar a las células del musculo liso, las cuales en
determinadas circunstancias, fallan en la reparacién de la placa. Mientras tanto,
las células espumosas quiza expresen el factor tisular, un potente promotor de

la formacién de coagulos. Si la placa debilitada se rompe, el factor tisular



interactuara con los elementos promotores de la formacién de coagulos,
presentes en la sangre, produciendo un trombo o coagulo.

Para que estas lesiones produzcan sintomas debe de obstruirse mas de la
mitad del lumen de la placa que suele ocurrir sobre la 5 0 6° década de la vida
en varones y unos 10 afios mas tarde en las mujeres. Si ésta es lo
suficientemente grande. blogueara el flujo sanguineo, produciendo un ataque al

corazén-la muerte del tejido cardiaco (Figura 1).*

Figura 1.- Esquema de la patofisiologia de la enfermedad coronaria. Se pueden observar
las cinco etapas del proceso de la enfermedad coronaria (numeradas del 1 al 5: 1) Entrada de
las LDL a la Intima. 2) Maduracién de los monocitos y fagocitosis de las LDL-oxidadas. 3)
Formacion de la placa ateromatosa. 4) Crecimiento de la placa y la formacién de una capa

fibrosa. 5) Ruptura de la placa y formacion del coégulo.‘

1.2 FACTORES DE RIESGO DE LOS SCA.
La génesis de la trombosis intravascular depende de una compleja interrelacion

entre estimulos locales, factores sistémicos trombogénicos y de inflamacion, los
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cuales pueden contribuir a la extension y persistencia de la trombosis coronaria,
a la presencia de eventos cardiovasculares adversos® y a los fracasos del
tratamiento en la fase aguda (la reperfusiébn aguda y terapia antitrombética
fallan en un 30% de los casos)*"’. Evidencias recientes sugieren que los
factores hemostaticos y de inflamacién pueden ser variables independientes, de
eventos adversos, cuando se hacen seguimientos de hasta cuatro afios'"**, De
manera que se ha establecido que en la patogenia de la enfermedad coronaria
estan implicados cuatro procesos que conllevan al problema comun, y estos
son: a) la aterosclerosis, b) lainflamacion, ¢) la disfunciéon endotelial y d) la '
trombosis {que implica la formacién y lisis del coagulo). Dentro de estos
procesos, se han descrito miiltiples factores, tanto ambientales como genéticos,
que han sido implicados en la iniciacién, progresién y perpetuacion de la

enfermedad coronaria (Figura 2).'

Los factores ambientales son ampliamente reconocidos como factores de riesgo
cardiovasculares, de los cuales los mas importantes son la edad (>65 afios), el
sexo (masculino), sedentarismo, tabaquismo, hipercolesterolemia, hipertension

y diabetes.

Entre los factores geneticos, se incluyen los polimorfismos de genes que

codifican para proteinas que participan en alguna de las cuatro rutas

metabélicas previamente mencionadas, 1516
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Figura 2.- Esquema de los factores de riesgo de enfermedad coronaria. Se pueden
observar del lado izquierdo los factores de riesgo ambientales y como participan en el
desarrollado de la enfermedad. En la parte de arriba y derecha se representan los cuatro
procesos metabdlicos implicados y algunos ejemplos de genes que se han asociado que
participan en la patofisiologia de los SCA. '

1.3 GENETICA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La etiologia de la enfermedad coronaria ha sido objeto de intenso estudio
durante las Ultimas décadas. Dado que los factores de riesgo clasico sélo
explican a lo sumo la mitad de los casos, se han buscado nuevos factores

etiologicos en el 4mbito de la genética molecular."”

El Proyecto del Genoma Humano permitié el desarmollo de un catalogo de las
variaciones encontradas en el genoma humano. Las secuencias humanas de

ADN comparten aproximadamente un 99.9% de informacion idéntica. La
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proporcién del genoma variable (0.1%) podria explicar el riesgo genético individual
para las enfermedades y a estas variaciones en el genoma se les denomina, en
forma general, polimorfismos. Los polimorfismos son cambios en el ADN, que
apenas alteran la funcién de la proteina codificada. Cuando los cambios en el
ADN son de una sola base, a estos polimorfismos también se les llama SNPs
(del inglés Single Nucleotide Polymorphism). Entre los individuos, estos
polimorfismos son frecuentes y pueden ser un factor de riesgo geneético, cuando
se localizan en genes que la alteraciéon de su funcién puede desencadenar una
situacion patolégica en el organismo, y que a su vez esto puede fraer
consecuencias graves si dichos polimorfismos se conjuntan con determinados

factores de riesgo ambientales (colesterol, estrés, obesidad, alcohol, tabaco,

sedentarismo, inflamacién, etc).

Los recientes avances en biologia molecular han facilitado la deteccién de
numerosos polimorfismos que pueden estar implicados en la fisiopatogenia de
la enfermedad coronaria y sus complicaciones, como los relacionados con el
metabolismo lipidico, el sistema renina-angiotensina-aldosterona y el sistema
simpético adrenérgico, la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la funcién
endotelial, la inflamaci6n y la trombosis. Lo que ha hecho pensar en la hipétesis
de que la suma de polimorfismos desfavorables en un marco ambiental propicio
puede facilitar la aparicion de la aterosclerosis y de la enfermedad coronaria en

particular, enfermedades tipicamente poligénicas y multifactoriales.
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De manera que en forma general podemos considerar como un factor de
riesgo cardiovascular a aquella condicién relacionada con el riesgo de
presentar alguna de las enfermedades cardiovasculares méas frecuentes, es
decir, signos bioldgicos, estilos de vida o habitos adquiridos que son mas
prevalentes o predictores de eventos futuros en los individuos. Aunque
debemos aclarar que los factores de riesgo nunca debemos de interpretarios
como sinénimos de factores etiolégicos. Dentro de estos factores de riesgo,
podemos entender el término de susceptibilidad genética como aquel
componente genético importante en la susceptibilidad individual a desarrollar la
enfermedad. Bajo este concepto, la meta seria conocer en cada individuo,

aquellos genes responsables de dicha susceptibilidad.

En estos tiltimos afios se han descrito decenas de marcadores genéticos que
se asocian en mayor o menor grado con la presencia de dafio cardiovascular.
De manera didactica, estos marcadores genéticos se han clasificado en
diferentes grupos, dependiendo de las rutas metabdélicas en las que participan;
por lo que estudiar todos estos factores en la enfermedad coronaria seria muy

complejo.’®

Afortunadamente, al tratar de abordar el problema de la seleccion de los genes
para este estudio, encontramos una serie de datos preliminares de un estudio
piloto prospectivo que se habia realizado en el Hospital de Enfermedades
Cardiovasculares y del Térax No. 34 del IMSS en Monterrey. Este estudio en el

que se incluia una cohorte de pacientes con SCA, tenia como objetivo principal:
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determinar algunos marcadores bioquimicos y hematolégicos asociados a SCA
que estuvieran relacionados con efectos adversos, en un sequimiento hasta de 12
meses. En dicho estudio se analizaron marcadores bioquimicos para:
coagulacidn (antitrombina Ill, proteina C activada, proteina S y resistencia a la
proteina C), fibrinolisis (plasminégeno y a2-antiplasmina), inflamacién
(leucocitos, proteina C reactiva, fibrindgeno y velocidad de sedimentacion
globular), metabolismo de lipidos (colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas
de alta y baja densidad) y homocisteina. Las cohortes estuvieron constituidas
por 50 pacientes con SCA, 29 pacientes con EAC estable y 17 sujetos
aparentemente sanos. Las variables dependientes seleccionadas (reinfarto,
choque cardiogénico y defuncién cardiovascular) se  asociaron
significativamente con las siguientes variables independientes: Fibrindgeno,
Plasminégeno, Antitrombina Ill, Proteina C activada, Proteina S, Inhibidor de la
proteina C, a2-antiplasmina y Proteina C Reactiva, los cuales resultaron ser
marcadores bioquimicos relacionados en forma directa e independiente con la

presencia de eventos cardiovasculares adversos.'®

Estos datos nos ofrecieron una guia para seleccionar algunos de los genes
(rutas metaboélicas) que podrian estar alteradas en este tipo de pacientes. Con
base en esto, realizamos una busqueda sistematica de polimorfismos en genes
relacionados con cada una de estos marcadores bioquimicos, considerando
también las evidencias cientificas y correlaciones, que otros investigadores

habian reportado. De tal manea que para llevar a cabo este estudio elegimos un
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grupo de genes (enlistados en la Tabla 1) con la finalidad de analizar algunos

de sus polimorfismos y determinar su asociacion con el SCA.

A continuacion se describen en detalle las caracteristicas y localizacién de cada

uno de ellos.

Tabla 1.- Lista de genes y sus polimorfismos, que fueron estudiados en este trabajo.

Ubleacion Gen Polimorfismo
(Cromosoma)
1 Factor V (FV) Arg506Gin
1 Proteina C Reactiva (CRP) 1059G/C
-7 AG
Boll,
-445G/A,
4 Fibrinégeno (FG) -148 CIT
Taql
-1689 T/G
6 (D] va4L
7 PAI-1 675 4G/5G
8 t-PA Aull/b
11 Fll G20210A
13 Factor VI (FVII) Arg353Giu
13 Gpllla T1565C (PLA1/PLA2)

1.4 CARACTERISTICAS DE LOS GENES ANALIZADOS EN ESTE TRABAJO

1.4.1 Genes de la cascada de coagulacién.

a) Fibrinégeno (Fg): Es una glicoproteina con un peso molecular de 340

kDa,"™ compuesta de tres cadenas polipeptidicas (alfa, beta y gamma).?® Su

vida media es de aproximadamente 100 h y es sintetizada principalmente en el

higado.?!
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El Fg reactante de fase aguda ha demostrado ser una variable independiente
de riesgo cardiovascular’®® y participa en fenémenos de resistencia a
heparina® y terapia fibrinolitica.?® Tiene una actividad importante en el proceso
de inflamacion, aterogénesis y trombosis, y aunque el conocimiento de estos
fenémenos es incompleto, algunos mecanismos incrementan el riesgo
cardiovascular, como el aumento de la viscosidad sanguinea, agregacion
plaquetaria y formacién del trombo. Ademas de ser el sustrato para la trombina
(paso final de la cascada de coagulacion), el Fg modula la disfuncion endotelial

y promueve la migracién y proliferacién de las células del musculo liso (Figura

3) 19
io 1o : i Sustrato para la trombina y
Potencia la interaccion !
lelicocitos-células endoteliales | y i P;"?:f;;’; :ﬂm‘?"gx
{aumentando Ja resonesta | 4  Fibrinégeno :
 Inflamacion |

=

Esla proteina mas Interactia entre la unidn del
abundante \ Plasmindaeno v su receptor
, Promueve la proliferacion del

Modula la funcion endotalial 3 ! : g
A —— Musculo liso v su miaracion

Retiene la porcion lipidica en la placa

Figura 3.- Patofisiologia del Fg en el SCA. Se esquematiza su participacion en los tres
mecanismos mas importantes de la patofisiologia de la enfermedad cardiovascular: inflamacién,
aterogénesis y trombogénesis. Modificada de Kamath & Lip.

10
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Los Polimorfismos del Fg: Las variaciones de un 20 a un 50%
plasmaticas del Fg estan reguladas por polimorfismos en sus genes.” 2 Las
tres cadenas que lo forman (o, y y) son codificadas por tres genes del

cromosoma 4 en la banda q23-g32 (Figura 4).%

-1ﬁc5zgm
Taql Bell  41689T/G -448G/A

Figura 4.- Esquema del agrupamiento genético del Fg. Se observan los tres genes que dan
lugar a las cadenas de la glicoproteina gamma (y), alfa (a) y beta (B), asi como los
polimorfismos més frecuentes e importantes relacionados con los niveles del Fg y enfermedad
cardiovascular. El esquema no esta a escala, ®®

La sintesis cuantiativa del FG se encuentra regulada principalmente por el gen
de la cadena B.% Varios polimorfismos (455 G/A, -148 CIT, Bc! |, Taq |, -854
G/A y R448K), principalmente los que se encuentran en el promotor tienen
relacién estrecha con el incremento plasmatico del Fg y con la enfermedad
arterial coronaria (EAC).233%3 E| polimorfismo -455 G/A es el que se asocia
con mayores niveles plasmaticos de la proteina y con un riesgo de trombosis
del 40%.%" Los valores m4s elevados de Fg se han observado en pacientes con
el genotipo homocigoto 455A/A (390 mg/dl) en comparacién con el
heterocigoto 455G/A (320 mg/dl) y el homocigoto -455G/G (310 mg/dl). En el

primer caso, podria existir en individuos con el alelo -455A un estado de

11



hipercoagulabilidad y una fuerte respuesta de fase aguda como expresion

fisiopatogénica para la progresion de aterosclerosis coronaria, 33

El polimorfismo BcH (B1/B2) se asocia con un incremento de riesgo dos veces
mayor para infarto del miocardio (OR 2.4; 95% Cl 1.3-4.6) y gravedad de la
EAC.23132 En presencia del genotipo B1/B1 se han observado niveles de Fg de
274 mg/dl, en heterocigotos de 298 mg/dl y con el genotipo B2/B2 de 369

mg/d| 3%

Por otra parte, el posible valor predictivo del riesgo cardiovascular del
polimorfismo -148C/T no es tan claro, aunque se ha asociado con severidad
angiografica de la aterosclerosis post-infarto® y prediccién de aterosclerosis en
carotidas.¥” Sin embargo, algunos estudios no han encontrado asociacién entre
polimorfismos (Taql, Bch, -455G/A y Sac 1), niveles de Fg y EAC.® Cabe
mencionar que considerando la interaccion entre gen-medio ambiente, los
polimorfismos del gen de la cadena B del Fg parecen influir en la respuesta

individual al tabaquismo.

b) Factor V (FV): El FV es una glicoproteina con un PM de 330 kDa y
con una vida media en el plasma de 12 h y su funcién principal es la formacion
de trombina.® La enzima protrombinasa activadora de protrombina esta

compuesta de Ser-proteasa FXa y cofactor Va asociado a la membrana celular;

12
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el FVa es requerido para la actividad de protrombinasa debido a su funcién dual

como receptor y efector catalitico del FXa en la superficie de la célula.*!

El gen del FV esta constituido de 25 exones y localizado en la region q21-25 del
cromosoma 1.* La molécula consiste de 2224 aminoacidos (a.a.), incluyendo

28 a.a. del péptido sefial (Figura 5).4%4

(lla¥(Xa) (Ma){Xa) (ka)
R R Risss

-

A"
v
&

S Shodeunien " &6 sméT..;E:‘_ ™ .
Xa : \ Hr e
Sitio de union de lipidos
Sitio de unién de lipidos
{Tosfolipidos neutros) (&cidos fostolipidicos)

Figura 5.- Esquema de [a estructura del FV. Esta compuesto de 2196 a.a., mas un péptido
sefal de 28 a.a.*" ® Los sitios de union de los pro-cofactores para la activacion se muestran
con F—1. Los sitios de unién de la Proteina C Activada para fa inactivacion del FV se
muestran como APC.*® El factor V contiene triplicado el dominio A, duplicado el C y una regién

B que funciona como activador de 7péptido. El FV es procesado a FVa por a-trombina ("a)ma a

través de los sitios de anciaje Arg :, Arg'""®, y Arg"™*. El factor Xa (Xa) también puede activar

al FV por los sitios Arg’™ y Arg'”"". %% La "P" identifica los sitios de fosforilacién en la molécula
(el primero sobre la parte terminal carboxilo de la cadena pesada y dos sobre la cadena
ligera).® El esquema no est4 a escala.

El Polimorfismo G1691A del FV. Después de la identificacién de la
deficiencia de inhibidores de la coagulacién, antitrombina,® proteina C*' y
proteina S* la alta prevalencia de trombosis se asocia a un solo gen,®
identificandose la mutacion en la posicién 1691 (G>A) en el exén 10 del FV
como la responsable.“"""’ El polimorfismo G1691A (FV Arg506Gin, o FV Leiden)

estd asociado al fenotipo de Resistencia a Proteina C Activada (RPCA)® que

13
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es el defecto mas comlin en pacientes con Trombosis Venosa Profunda
(TVP).% Este resulta de la pérdida de Arg en el sitio 506 que es un punto de
anclaje para la PCA y subsecuentemente en la ineficiencia del proceso de union
en los sitios Arg306 y Arg679. Esta inactivacién de la mutante del FVa provoca
altos niveles de trombina lo cual da como resultado un estado de
hipercoagulobilidad,® reconociéndose al G1691A como un factor de riesgo
prevalente para trombosis venosa en la poblacion en general.®% El estado
heterocigoto para el gen del FV estd asociado con un incremento de cinco a
diez veces de riesgo para trombosis y el homocigoto de 50 a 100 veces. 6%
Este defecto genético es encontrado predominantemente en poblacién
caucasica,®*® siendo extremadamente raro en poblacién asistica® La
frecuencia alélica en Europa se estima del 4.4%, con alta prevalencia en Grecia

(7%), mientras que en Asia es solo del 0.6% y en Africa y sureste de Asia este

alelo no ha sido encontrado 53¢

Por ofra parte, aunque este polimorfismo se ha tratado de asociar en
numerosas ocasiones con enfermedad coronaria, el resultado ha negativos.®%°
En contraste, algunos estudios reportan asociacién positiva, particularmente
cuando este polimorfismo y su interaccion es estudiado. Por ejemplo, en un
estudio del FV G1691A en 88 mujeres jovenes con infarto al miocardio (IM) y
388 controles, se encontrd un OR para IM de 2.4 (IC, 1.0-5.9).”° El polimorfismo
tiene un efecto pobre sobre los no fumadores, ya que al compararios con los
fumadores, el OR se incrementé hasta 32 veces.® En un estudio de casos y

controles en hombres de edad media (560 pacientes y 646 controles) se

14
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encontrd un incremento del riesgo de IM. El riesgo se amplificé en fumadores
(OR, 6.1; IC, 3.0-12.5) y con factores de riesgo metabélicos para IM (OR, 3.2;
IC, 1.5-6.7).”" Un estudio (n = 826) de las arterias femoral y carotidia encontré
asociacion entre RPCA y estenosis, revelando una asociacion independiente y
gradual entre la baja respuesta a PCA, la avanzada aterosclerosis y

enfermedad arterial.”

¢) Factor VI (FVII): El FVII circulante tiene un PM de 50 kDa con una
vida media de 3.5 h. El gen esta localizado en el cromosoma 13, muy cerca del
gen del factor X en la regién q34 (Figura 6). El FVIl se une al Factor Tisular
(FT), siendo este complejo el que activa al factor IX y X. La inhibicién es llevada
a cabo por el inhibidor via FT (TFPI en inglés) en complejo con el FXa y por la

antitrombina (AT), pero solo en presencia de heparina.*

5891 4 2 34 5 8 7 8

Figura 6.- Esquema de la estructura del gen del FVII. Consiste de 8 exones y 7 intrones con
un tamafio de 13 Kpb y con una organizacién muy similar a los otros factores dependientes de
vitamina K. Con un sitio mayer de inicio de la transcripcién en la posicion -51 del sitio de
transcripcion y otros tres sitios menores. Entre las posiciones -233 y -58 se encuentran un
elemento de respuesta a hormonas y un sitio de unién al factor de transcripcion Sp1 El
esquema no esta a escala.

Varios estudios prospectivos han examinado la asociaciéon de la actividad
coagulante del FVII (FVlic) y la enfermedad aterotrombética y sin embargo, los

resultados fueron discrepantes.” El estudio Northwick Park Heart encontré

15
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una relacién positiva entre FVlic y EAC que fue fuertemente correlacionado con
los niveles de colesterol.” Sin embargo, reportes posteriores han fallado en
confirmar este hallazgo.* Similar al Fg, varios factores ambientales influyen en
los niveles del FVII, incluyendo edad, el indice de masa corporal (IMC) y los
niveles de triglicéridos. Este ultimo hecho, podria explicar en parte la asociacién

entre hipertrigliceridemia y enfermedad trombética.

Polimorfismo R353Q del FVII: Varios polimorfismos en el gen del FVII
han sido descritos, los cuales son los responsables del 30% de las variaciones
plasmaticas de la proteina. El mas estudiado y fuertemente correlacionado es el
Arg353GIn el cual se encuentra en el dominio catalitico de la proteina,
correspondiente al exén 8 del gen. Estudios de expresidn in vitro sugieren que
el Arg353 (alelo normal) resulta en niveles mas altos de FVII que los del alelo
normal.”® Sin embargo, en estudios clinicos el efecto de este genotipo sobre los

niveles plasmaticos y FVIic no ha sido corroborado.®

Pocos estudios han demostrado asociacién entre los polimorfismos del gen y
EAC. El mas representativo es un estudio de casos y controles en adultos
jovenes italianos con historia familiar de [M, donde pacientes con el genotipo
Q/Q tienen un decremento en el riesgo (OR, 0.08; 95% IC, 0.01-0.9). El
genotipo R/R se asoci6 con alto riesgo, seguido del R/Q y por el Q/Q (P<0.001).
El genotipo Q/Q se asocid a bajos niveles del antigeno y de actividad del FVII,
en donde los bajos niveles de actividad se relacionaron con riesgo bajo de IM

(OR, 0.13; 95% IC, 0.05-0.34).® Mas aun, Girelli D y cols. reportaron en

16
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pacientes con aterosclerosis coronaria severa que tenian el genotipo Q/Q,
niveles bajos de actividad del FVII de hasta el 72% al compararios con
pacientes con el genotipo silvestre (R/R). De hecho, resulté significativamente
mas frecuente la carga genotipica del alelo Q (RQ + QQ) en los pacientes que
no tenian IM, que en los que si lo tenian (p=0.01).”” En contraste varios
estudios han fallado en determinar alguna asociacion de este genotipo con el

riesgo IM.78.7®

d) Protrombina (Fll): Es un zimégeno, dependiente de vitamina K el
cual es sintetizado principalmente en el higado. El PM es de aproximadamente
72 kDa y tiene una vida media en el plasma de 60 h. El gen del Fll esta

localizado en el cromosoma 11 cerca del cenfrémero (Figura 7).%

H—H—1-H—1

12 34 7 89 101112 13 14

Figura 7.- Esquema de la estructura del gen del Fll. El gen esta en la region p11-q12 del
cromosoma 11, compuesto de 14 exones de un tamafio que fluctia entre 25 y 315 pb y de 13
intrones con un longitud que varia de 84 a 9,447 pb, para un tamafio total aproximado de 20
Kpbsaa1 La regién promotora del FIl no contiene la caja TATA, pero tienen mlltiples sitios
potencladores de la trascripcion entre la 3 y 38 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripeion.* El esquema no esta a escala.

Polimorfismo G20210A del FlI: Este polimorfismo se encuentra en la
region 3' no traducida del RNAm, causando niveles elevados de protrombina
mediante la acumulacién del RNAm y por ende mayor sintesis de la proteina.®

El polimorfismo G20210A del Fll en EAC ha sido examinado en numerosos
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estudios, y muchos de éstos han redituado en resultados negativos.®® Sin
embargo otros estudios han mostrado asociacion de esta variante con EAC e
IM en poblaciones altamente seleccionadas.”"® Mas aun, la carga del alelo
20210A incrementa cuatro veces el riesgo de IM y si es asociado al tabaquismo,
incrementa el riesgo mas de 40 veces.®® En un analisis combinado de FV
Leiden y el alelo de la protrombina 20210A, el efecto de los factores de riesgo
coronarios fueron potenciados de cuatro a seis veces por la presencia de uno
de estos polimorfismos. Estas interacciones fueron confirmadas en dos
estudios de casos y controles de hombres que tenian un riesgo creciente de IM
asociado a FV Leiden y a la variante G20210A, el cual era mayor en presencia
de otros factores de riesgos cardiovasculares.?%" Por si fuera poco, un estudio
de hombres en edad media con IM (560 pacientes y 646 controles) reporté
incremento de riesgo para IM para ambos polimorﬁsmos.83 Y en personas
fumadoras y con factores de riesgo metabélicos para IM el riesgo fue

amplificado por la variante G20210A.%°

e) Factor XIIl (FXIll): Esta es una glicoproteina de 320 kDa, con una
vida media de 10 dias. Es una profransglutaminasa que es activada por
trombina en presencia de Ca+, la cual sirve como zimégeno para la
fibrinoligasa y estda compuesta de dos subunidades A y B; las cuales son
sintetizadas principalmente en la médula dsea y en el higado, respectivamente.
De las dos subunidades, la A es la que tiene la funcion catalitica y la B es sélo

de carga. El gen de la cadena A del FXIIl esta localizado en el cromosoma 6 en
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la regidén p24-q25 (Figura 8). El de la cadena B, esta en el cromosoma 1 en la

region q31-g32 (Figura 9).4
2 3 4 56 7 9 1011 12 13 1415

Figura 8.- Esquema de la estructura del gen de la cadena A del FXIll. Esta compuesto por
15 exones y 14 intrones con un tamafo aproximado de 160 Kpb. El dominio de uni6n a fibrina
es codificada en el ex6n 2 y el sitio activo esta presente en el exén 7. El sitio de transcripcion
es desconocido, pero se conocen tres sitios potenciadores el -170, -150, y -40 del sitio de inicio.
Dibujo no a escala

—HH— - ———H

2 345 67 8 9 1 12

Flgura 9.- Esquema de la estructura del gen de la cadena B del FXIIl. Estd compuesto por
12 exones y 11 intrones con un tamafio aproximado de 28 Kb. La regulacién de la expresion es
poco estudiada, pero un total de 30 sitios de inicio estan localizadas rio arriba del sitio de inicio.
El esquema no esta a escala.

Polimorfismo Val34Leu del FXI: Después de su activaciéon por
trombina, el FXIIl activado (FXllla) cataliza la unién covalente entre las cadenas
a y y de las cadenas adyacentes de mondmeros de fibrina, estabilizando el
coagulo de ésta.®® Varios polimorfismos han sido identificados en la subunidad
A, siendo el funcionalmente mas relevante, el que codifica la sustitucion de una
valina por una leucina en la posicion 34 del exén 2 (Val34Leu).®* Localizado
solo a 3 a.a. del sitio de anclaje de la trombina, por lo que juega un papel critico
en la interaccion FXIII-Trombina. La isoforma menos comun 34Leu es activada
mas rapidamente con una eficiencia catalitica de 2.5 veces mas alta y menor
tiempo de formacion del codgulo cuando se compara con 34Val®' Una

activacion mas rapida influyen en la formacién de la fibrina y la estructura
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molecular del coagulo: la fibrina unida en presencia de la isoforma 34Leu no
agrega lateralmente, generando coagulos que consisten en fibras mas finas,
poros mas pequefios, y en (ltima instancia, un red mas fina con la

permeabilidad alterada,®*!

Sorpresivamente, recientes estudios clinicos reportan una asociacién entre el
polimorfismo Val34Leu y trombosis arterial, donde la carga del alelo 34Leu
decrementa el riesgo IM e infarto cerebral. Dos estudios publicados de casos y
controles encuentran asociacion entre el Val34Leu e historia de IM. Donde
pacientes con enfermedad coronaria e historia de IM, el alelo Leu34 fue
significativamente menos comun.” En estos pacientes con historia de IM se
observaron altos niveles PAI-1, mayor frecuencia del genotipo 4G/4G, y la
interaccién con otros factores coagulantes y con el sindrome de resistencia a

insulina %398

. Lim y cols.® recientemente propusieron que este efecto aparentemente
paradodjico podria ser debido a la interaccion gen-gen o0 gen-medio ambiente,
donde altas concentraciones del Fg en muestras de homocigotos para Leu
forman coagulos con permeabilidad incrementada y una estructura mas laxa
con fibras mas densas que los coagulos formados por las muestras de
homocigotos para Val. Esto ayuda a explicar las observaciones clinicas que en
presencia de 34Leu se atendan los efectos adversos del cigarro en el riesgo de

enfermedad cerebro-vascuiar” e IM.%® Ademds, el efecto protector puede
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reflejar actividades alternas de FXIIl, tales como la promocién de
angiogénesis.*

1.4.2 Receptor de superficie de plaquetas

a) Glicoproteina lib/llla (GPIIb/llla): Las glicoproteinas de superficie de
membrana son esenciales para la adhesion de las plaquetas a los componentes
de la matriz extracelular subendotelial y para la interacciéon plaquetas-
plaquetas‘® Gp Ilb es una proteina ligada porpuentes disulfuro, de 150 kDa
unida a Gplila (polipéptido de 90 kDa) (Figura 10). Ei GPllb/llla (conocido
también como integrina lIbR3) es el primer receptor de superficie de plaquetas

para Fg; también se une al FV y a otros ligandos de adhesion.'®

1 2 3

1213 14

Ffigura 10.- Esquema de la estructura del gen del GPllla. Esta formado por 14 exones y 13
intrones en el cromosoma 17 en la regién r.121-q23.1m'102 El esquema no est4 a escala.

Polimorfismo del GPllla (GPIllla): Muchos polimorfismos han sido
identificados en Gpllb/llla en la poblacién, pero el mas importante clinicamente
es el que se encuentra en la subunidad GPIIla, el cual es la sustitucion de T por
C en la posicién 1565 (T1565C) en el exén 2 del gen del Gpllla. Lo que da
como resultado la sustitucién de una prolina por leucina en el aa. 33
(Leu33Pro), repercutiendo en un cambio conformacional en e! lazo de disulfuro
del amino terminal importante para la unién al Fg."® Este polimorfismo se

encuentra en el 15% de la raza blanca y del 5% al 8% en los negros, pero esta
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vitualmente ausente en asiaticos; la isoforma mas comun es 33Leu conocida
como PLA1 y la 33Pro, como PLA2.1%

En 1996, Weiss y cols.'® fueron los primeros en publicar la asociacion del
PLA2 con el riesgo de trombosis coronaria aguda. La prevalencia del
polimorfismo fue 2.1 veces mas alto en los pacientes que en los controles
(39.4% vs. 19.1%, p=0.01), siendo el OR de 2.8 para un evento coronario en
general y en pacientes donde el inicio de la enfermedad fue menor a los 60
afos el OR fue de 6.2 (IC, 1.8-22.4). Este fue seguido por un reporte de casos
de muerte por IM en atletas olimpicos, los cuales eran homocigotos para PLA2.
1% Sin embargo existen varios reportes donde no encuentran esta
asociacion.'” " Un ejemplo son los resultados reportados por los estudios US
Physicians Health que incluy6 a 374 pacientes con IM y a 704 controles'” y el
ECTIM con 620 IM y 700 controles;'® en los cuales no se observa asociacion

entre el alelo PLA2 y IM.

En el estudio Copenhagen City Heart,'"? se realizd una investigacion
prospectiva en la poblacion Danesa en general (n=9,149, 22 afios de
seguimiento) en donde el 70.0%, 27.3%, y 2.7% fueron homocigotos PLA1,
heterocigotos y homocigotos PLA2, respectivamente. La incidencia de EAC en
hombres homocigotos PLA2 fue mayor que los hombres que no tenian el
genotipo (p=0.006); esta diferencia no fue observada en mujeres (p =0.33). Al
estratificar por edad, los hombres mayores de 50 afios tenian un riesgo relativo
de EAC de 3.6, concluyendo que el homocigoto PLA2/PLA2 esta asociado con

3 y 4 veces mas riesgo de sufrir EAC e IM en hombres jévenes.
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Dos estudios han reportado la asociacion de PLA2 y la extension del ateroma
coronario por angiografia. En el primero se asocidé a mas del 50% de estenosis
en mas de un vaso''® y en el segundo a EAC severa en pacientes con bajo

riesgo.'™ Sin embargo otros estudios no encontraron esta asociacién, 08111115

1.4.3 Sistema Fibrinolitico

a) Activador Tisular del Plasminégeno (t-PA): El t-PA es una serin
proteasa que activa la proenzima plasmindgeno a plasmina, la cual es
responsable de la actividad fibrinolitica.'’® Es sintetizado en las células
endoteliales vasculares como una sola cadena polipeptidica de 527 a.a. y su

gen se encuentra en el cromosoma 8 (Figura 11). 1118

HA A HAT—

12 13

Figura 11.- Esquema de la estructura del gen t-PA. Esta formado por 14 exones ‘ys

intrones, localizado en el cromosoma 8 en la regién p12-q11.2 con un tamafio de 33 Kpb.
El esquema no esta a escala.

Insercién/Delecion Alu en el gen t-PA (Alu I/D): Varios cambios
nucleotidicos han sido identificados en el gen t-PA, siendo el mas estudiado la
Insercién/Delecion de copias de la secuencia repetitiva de la familia Alu [Alu I/D
(tamaiio de 311 pb)] que se encuentra en el intron 8. En un estudio de cohorte
de 8,000 sujetos, la presencia de la insercion fue asociada con el incremento

del 50% de riesgo para IM, donde la carga homocigota tiene dos veces mas
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riesgo,'”'. Estos resultados sin embargo no fueron confirmados en otros
estudios al tratarlos de asociar a trombosis arterial'?, oclusion venosa'® e

infarto cerebral. 124

b) Inhibidor del Activador del Plasminégeno-1 (PAI-1): El PAI-1 es un
miembro de la familia de las serpinas y su funcion es la inhibicién del tPA,
previniendo la fibrinolisis sistémica. Existe en la circulacién en mayor exceso
que el tPA'®y tiene un peso de 45 kDa, compuesto por 402 a.a.'® El gen esta

localizado en el cromosoma 7 en la region q21.3-22 (Figura 12).'7

1 2 3 4 5 6 7 8

?igura 12.- Esquema de la estructura del gen PAI-1. Esta compuesto por nueve exones y
ocho intrones; existe en la region promotora entre los nucleétidos -305 y -75 un elemento de
respuesta a glucocorticoides (ERG). El esquema no esta a escala.

Elevadas concentraciones de PAI-1 se han asociado con riesgo vascular, 28 122
El sistema firbinolitico es un regulador de los depdsitos de fibrina en la pared de
los vasos. El desequilibrio de este sistema en el desarrollo de la enfermedad
vascular podria explicarse en teoria por el decremento de la fibrinolisis y la alta
concentracion plasmatica del PAI-1 podria resultar en el incremento del
depésito de fibrina en la placa y subsecuentemente en la formacién de la

131-133

placa.™™ También se han asociado con varios desérdenes trombéticos y

como factor de riesgo independiente de reinfarto en pacientes quienes han

tenido su primer infarto antes de los 45 afios. *'*° EXiste una asociacién entre
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la presencia de EAC y la baja actividad fibrinolitica con un incremento
plasmatico de PAI-1.13¢

En un estudio prospectivo multicéntrico se asociaron altos niveles de actividad
PAI-1 con eventos coronarios subsecuentes en pacientes con angina, sin
embargo esta asociacién desaparece al ajustar por resistencia a insulina, IMC,
triglicéridos y colesterol.' Mas aun, en un estudio de casos y controles, los

altos niveles de PAI-1 predicen la ocurrencia del primer IM,133

Las concentraciones del PAI-1 son mas bajas durante el dia que en la noche'®
y se ha propuesto que la alta incidencia de IM en las primeras horas de la
mafiana podria deberse a las altas concentraciones de esta proteina, y por lo

tanto a la baja actividad fibrinolitica en la noche.'*®

Polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1 (4G/5G PAI-1): Existen varios
polimorfismos reportados en el gen del PAI-1, de los cuales el 4G/5G PAI-1 es
el mas estudiado en la enfermedad cardiovascular. Se encuentra en la posicién
-675 pb con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (cinco o cuatro

guaninas).m' 140,141

Sujetos que son homocigotos para el alelo 4G tienen un 25% mas elevado los
niveles plasmaticos de la proteina que los que son 5G.'*? Estudios in Vitro han
identificado sitios de unién para proteinas de regulacion transcripcional en esta
region. Donde el incremento de la transcripcién del gen esta asociada a la

presencia de 4G, y esto resulta de la unién de un activador transcripcional. En
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la presencia de 5G, hay también la unién a un represor que decrementa la
unién del activador.*! 142

En pacientes con hipertrigliceridemia, el genotipo 4G/4G rinde mas altos niveles
de PAI-1 que los que genera el genotipo 5G/5G, indicando una interaccién
especifica del genotipo-triglicéridos.**® Estos hallazgos han sido soportados por
la identificacion de un sitio sensible a éstos en la regién adyacente al sitio
4G/5G."™ Mas aun, los triglicéridos incrementan la produccién de PAI-1 por los
hepatocitos in vitro, un efecto que es mediado por los receptores de
lipoproteinas de baja densidad e incrementa la presencia de insulina.'® Estas
observaciones indican que el sindrome de resistencia a la insulina, por accién

de los triglicéridos altera la sintesis y secrecién de PAI-1 aumentando el riesgo

ateromatoso.'™

Existen varios estudios que relacionan el polimorfismo 4G/5G y la enfermedad
cardiovascular. Por ejemplo Dawson y cols. encontraron una alta frecuencia del

d."®  Similares resultados fueron

alelo 4G en hombres con la enfermeda
obtenidos en pacientes con diabetes fipo 2 y IM."® En un estudio de pacientes
con angiografia coronaria, el alelo 4G resultd significativamente asociado con
niveles elevados de PAI-1 y con IM previo en pacientes con ateroma

establecido.'¥’

En un estudio de 1179 sujetos normales y sus parientes en primer grado, el
alelo 4G fue asociado con riesgo de IM.*8 En otro se relacioné con el desarrollo

de SCA,™ sin embargo dos grandes estudios, el Etude Cas-Témoin de
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51 ho encontraron

Minfarctus du Myocarde' y the Physicians' Health Study,
asociacion entre el genotipo y IM. En un estudio de 2565 sujetos con
angiografia, el genotipo PAI-1 fue relacionado con la presencia de ateroma en
todas las muestras y a la severidad del mismo en un subgrupo de alto riesgo. '
Un estudio de casos y controles de mds de 600 pacientes con evidencia de
enfermedad cerebro vascular, no encontr6 diferencia entre la frecuencia

genotipica en los pacientes vs controles, '3

Las caracteristicas funcionales del polimorfismo 4G/5G y su aparente
interaccién con las concentraciones de triglicéridos, sugieren que el alelo 4G
contribuye mas al IM en presencia de hipertrigliceridemia asociada con
resistencia a insulina que en su ausencia. Un meta analisis de los estudios

relevantes, muestra un efecto significativo del genotipo PAI-1 sobre el IM."*

1.4.4 Proteina Reactante de Fase Aguda

a) Proteina C Reactiva (CRP, en inglés): La CRP es una proteina que
pertenece a la familia de las pentraxinas, consiste de cinco subunidades de 23
kDa asociadas no covalentemente alrededor de un poro central, producida
principalmente en higado.'3'% El gen de la CRP esta localizado en el

cromosoma 1 y contiene sol6 un intrén (Figura 13).
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Figura 13.- Esquema de la estructura del gen de la CRP. Se localiza en el cromosoma 1 en
la region g21-g23, formado por dos exones y un mtrén oy La transcripcion del gen as regulado
principalmente por la IL6."%%El esquema no esta a escala.

La respuesta mas fundamental y mas temprana de la inflamacion a una lesion
es la respuesta de fase aguda, un ajuste rapido y (generalmente) transitorio en
la concentracion de las proteinas agudas en el plasma. De éstos, la CRP es el
profotipo. Esta proteina es un marcador de la inflamacion, participante en la
patogénesis de la enfermedad cardiovascular (disfuncion endotelial y
aterosclerosis'® ") activacion celular y en los procesos inflamatorios (Figura
14)."' Esta proteina reactante de fase aguda ha demostrado ser una medida
confiable de la inflamacién, y un predictor de IM e infarto cerebral. Aunque los
niveles de CRP pueden aumentar 1000 veces en respuesta a una infeccion o
trauma. La vida media de la proteina en plasma es grande y su medicién en
pacientes sin historia anterior de enfermedad cardiovascular demuestra ser un

predictor fuerte de los acontecimientos vasculares futuros.'®% 1%

La relacién entre los niveles de CRP y el riesgo vascular futuro ha sido
constantemente estudiado en los Estados Unidos y Europa, encontrandose en
la mayoria de los casos independiente de la edad, tabaquismo, colesterol,
presién arterial y diabetes (factores de riesgo "tradicionales” principales

evaluados en la practica diaria). Estos niveles tienen valor pronéstico a largo
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plazo y en un estudio reciente la CRP fue predictor de riesgo para IM a 20 afios

de la medicién de la proteina. '@

Monémero de CRP

Disociacién de
Pontamero

Figura 14.-Patofisiologia de la CRP. Posiblemente es necesario que el pentamero de CRP se
disocie en monémeros, y éstos sean los responsables de la contribucion al dafio endotelial
mediante cuatro procesos basicamente: la adhesion de neutrdfilos, la activacién endotelial, la

produccién de citocinas y la progresion de la aterosclerosis. '

Polimorfismos en el gen de la CRP: Recientemente, se ha establecido
que existe un componente genético asociado a niveles elevados de la CRP. Los
niveles basales de la proteina muestran una clara asociacion a la herencia, del
39 al 40% en estudios familiares,"*'"! del 26% en jévenes'’ y en familias con

IM un 31%.'

Varios polimorfismos han sido encontrados en el gen de la CRP, el primero que

se report6 fue el G1059C en el ex6n 2, el cual es silencioso, ya que el codén
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CTG (Leu) que cambia a CTC da como resultado el mismo a.a.'"™ Este
polimorfismo se identificé por primera vez en sujetos canadienses diabéticos

5 mostré en hombres de 60

con EAC temprana. Un estudio de Zee y Ridker
afnos, que las concentraciones de CRP estaban un 36% mas bajas con el alelo
1059 C al compararlo con el 1059 G. Suk y cols'”® encontraron datos similares
al comparar los genotipos GG vrs GC+CC (0.22 vrs 0.15 mg/l, respectivamente,
p<0.0001). Sin embargo Brull y cols'”’ no encontraron asociacién entre el
polimorfismo y los niveles plasmaéticos de la proteina.'™ Por si fuera poco, Zee y

cols'™ no hallaron asociacién entre el polimorfismo y la reestenosis después de

la angioplastia en los pacientes.

Brull y cols' reportaron dos nuevos polimorfismos en el gen de la CRP, e! -717
G/A y el +1444C/T, de los cuales solo el +1444 se asoci6 con los niveles
elevados de CRP en pacientes con EAC post-marcapaso cuando tenian el
genotipo +1444T/T al compararlo con los niveles de los pacientes con la carga
alélica de +1444C (198117 versus 16415, p=0.03). Recientemente se descubrié
ofro polimorfismo en la posicién -286 (C>T>A) con respecto al sitio de inicio de
la transcripcién, el cual fué fuertemente relacionado con los niveles plasmaticos
de la CRP, predominantemente en los pacientes con EAC. Pero no se encontré

diferencia entre los pacientes vs controles.'®
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

Dados los cambios demograficos y los avances en materia de salud, al igual
que en los paises industrializados, la investigacion biomédica sobre las
enfermedades cardiovasculares es también prioritaria en México, debido a las
crecientes tasas asociadas de mortalidad, morbilidad e incapacidad.
Adicionalmente, las frecuencias de los marcadores genéticos, como los que nos
propusimos estudiar, y su asociaciéon con las enfermedades, varian entre
grupos étnicos, de tal manera que estos marcadores generalmente son Utiles
para determinar riesgos en poblaciones bien definidas y por ésto también es

relevante hacer esta investigacion en nuestra poblacion.

La demostracion de asociacion entre marcadores y efectos adversos tempranos
post-SCA seria muy dtil para identificar a los pacientes de riesgo alto para
eventos cardiovasculares adversos y para establecer tratamienios mas
racionales e individualizados. Esta investigacién también seria relevante para el
esfuerzo mundial que se esta haciendo para identificar marcadores genéticos
generales de respuesta; al tratamiento y para la identificacién de nuevos blancos

terapéuticos para enfermedad coronaria estable (ECE) y SCA.
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CAPITULO 1l

OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar marcadores genéticos que pudieran ser utiles como posibles
predictores de la evolucién clinica a mediano plazo (un afo) de sujetos con

SCA.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las frecuencias de los polimorfismos de los marcadores genéticos
elegido, en las tres cohortes [SCA (corte experimental), ECE y normales

(cohortes de control)].

2. Determinar los parametros bioquimicos y hematolégicos durante el episodio

SCA y compararlos con los datos obtenidos en las cohortes de control.

3. Determinar la correlacion de los polimorfismos y niveles plasmaticos de los

factores bioquimicos y hematolégicos analizados.

4. Realizar el seguimiento de la cohorte experimental a los 3, 6 y 12 meses
después de su ingreso al estudio, para determinar el comportamiento de las

variables dependientes (efectos adversos post-SCA).

5. Establecer las correlaciones estadisticas entre las  variables dependientes
y las variables independierites (hallazgos bioquimicos, hematolégicos y  los

polimorfismos de los marcadores genéticos seleccionados en este estudio).
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CAPITULO IV

ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir los objetivos planteados, se siguio la estrategia que se detalla e

ilustra, a continuacion (Figura 15).

1] - Centrifugar |1m= 1] =

P. Bioquim.

,
1om @ T Analisis
sangre ' Almacenar Estadistico
| l

-70°C

Figura 15.- Estrategia General. Se ilustran los pasos que comprenden la estrategia
experimental realizada en este trabajo:

1. Se recolectaron un total de 150 muestras (SCA, ECE y sanos), a partir de
sujetos derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
que acudian al Hospital de Enfermedades Cardiovasculares y del Térax en

Monterrey, Nuevo Ledn, México.
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. Los pacientes con SCA se les realiz6 un seguimiento de un afio posterior al
evento agudo.

. Se tomaban 20 ml de sangre periférica, de los cuales 10 ml se utilizaron
para extraer el plasma, almacenandose a -70°C hasta el momento de las
determinaciones bioquimicas de los niveles plasmaticos de las proteinas en
estudio.

. Se tomaron 5§ ml adicionales que se usaron para la extraccion del RNA total
que se almacené a -70°C para hacer un banco de RNA para estudios
posteriores

. Los otros 5 ml se usaron para la extraccion del ADN genémico mediante
métodos estandar.

. Una vez extraido el ADN, se cuantifict y se dividié en alicuotas de 50 ng/pl
para posteriormente realizar las Reacciones en Cadena de la Polimerasa
(PCR) de todos y cada uno de los genes a estudiar.

. Los productos amplificados (PA) por PCR se verificaron en geles de agarosa
al 2%.

. Posteriormente se realizaron los cortes con enzimas de restriccion y los
productos se observaron en geles de agarosa al 2 y al 4%, segin los
tamarios de las bandas que daban cada uno de los PA.

. Una vez obtenidos los niveles de las proteinas, las frecuencias de los

polimorfismos y el seguimiento a 1 afio, se realizd el analisis estadistico.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez’ de la UANL, y del Hospital de
Enfermedades Cardiovasculares y del Térax del IMSS. Se realiz6 en forma

prospectiva de Septiembre de! 2003 a Agosto del 2005.

Ademas este estudio fue financiado por el Fondo Sectorial de Investigacion en
Salud y Seguridad Social en la convocatoria SSA/IMSS/ISSTE-CONACYT 2002

(SALUD-2002-CO1-7162).

5.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS

A continuacion se detallan los reactivos y el material que se utilizé en el

desarrollo del proyecto y las casas comerciales de donde fueron adquiridos.

Los tubos de vidrio vacutainer con Citrato de Sodio y EDTA fueron adquiridos
con Becton Dickinson de México, S.A. DE C.V. (Cuautitlan Izcalli, Edo. México,

Mexico).
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Entre los reactivos necesarios para preparar las soluciones requeridas en la
extraccién de ADN genémico se encuentran SDS, Trizma® Base y NaCl de

SIGMA CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA), EDTA de Amersham/Life Science

(Cleveland, OH, EUA).

Las Reacciones de PCR se hicieron con la enzima TagADN polimerasa y con el
MgCl, de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA). El buffer de PCR asi como
los dNTPs fueron adquiridos de GIBCO-BRL Life Technologies (Grand Island,
NY, EUA).

Las enzimas de restricciobn que se emplearon para digerir los productos
amplificados fueron adquiridas de New England Biolabs Inc. (Beverly, MA,
EUA), Roche Applied Science (D.F., México) y Fermentas Inc. (Unit A Hanover,
MD, EUA). Se utilizaron en cada caso las condiciones recomendadas por el
fabricante. La égarosa que se utilizd para preparar los geles analiticos se
adquiri6 de Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). Entre los
reactivos necesarios para preparar el buffer de corrida TBE se encuentran acido
bérico y Trizma® base de Sigma Chemical CO (St, Louis, MO, EUA) y EDTA de
Amersham/Life Science (Cleveland, OH, EUA). También se utilizaron solventes
orgdnicos de la casa comercial Merck® (EM Science, Gibbstown, NJ, EUA)
como cloroformo y etanol. El fenol se adquiri6 de Sigma Chemical CO (St,

Louis, MO, EUA).

36



Z pn log gvenios cardiovasculares adversos.
M en C. Luis Miguel Canseco Avila

5.2 MATERIAL CONSUMIBLE

El material de plastico que se utilizé fueron tubos Eppendorf (0.5, 1.5y 2.0 ml)
y puntillas (0.01, 0.2 y 1.0 ml) para las micropipetas de Biomol SA de CV,
Monterrey NL, Mex. También se utilizaron tubos falcon de 15, y 50 ml y guantes

de latex de Cell Associates, Houston, TX, EUA.

6.3 EQUIPO DE LABORATORIO

Las micropipetas (10, 20, 200 y 1000 pl) utilizadas se adquirieron de Gilson
Raining Instruments Co, Inc. (Emeryville, CA, EUA). Para separar los plasmas
se utilizé una centrifuga J-600 de SOL-BAT (México). En el aislamiento de ADN
se utilizé una centrifuga clinica de mesa Beckman TJ6, un vortex medelo
37600 y un Thermomixer de Thermoiyne (Dubuque, IA, EUA), una centrifuga de
eppendorf modelo 5403 (Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Alemania) una
balanza granataria Sartorius modelo 1206 MP (Cambh, Géttingen, Alemania) y
una microcentrifuga Eppendorff modelo 5412 (Hamburg, Alemania). Las
amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador PTC-100 JM-
Research (Watertown, MA, EUA) y para las digestiones se usé un Omni-E

Hydbaid (Reino Unido).

Para verificar los productos amplificados se utilizaron camaras de electroforesis
horizontales fotodyne (Hartland, WI, EUA) y una fuente de poder modelo 250

ambos de Gibco-BRL. Para analizar los geles de agarosa se utilizé el equipo de
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fotodocumentacién Gel Doc 1000 y el programa Molecular Analyst de Bio Rad

(Hercules, CA, EUA).

5.4 PROGRAMAS DE ANALISIS COMPUTACIONAL

El procesamiento de datos se llevé a cabo en una computadora personal HP
PAVILION, También se utilizé un Scanner HP Scan-Jet 5100 C (Hewlett-

Packard, Inc). El procesador de texto y graficos utilizados fueron Microsoft®

Word XP y Microsoft® Power Point XP de Microsoft Corporation.

Se utilizé6 un sistema de analisis de geles compatible con PC, constituido de una
camara de video, una fuente de luz UV y una computadora (Gel Documentation
System 1000, BIO-RAD). Los programas de biologia molecular empleados
fueron Oligo 4.0, Amplify 1.0 y el ADN Strider™1.1 (© 1989, France), asi como
el programa Analyst de BIO RAD (Hercules, CA, EUA). Los programas
utilizados por via Internet fueron: Entrez (Nacional Center for Biotechnology
Information (NCBI), BLAST Neiwork Service (Blaster); GenBank (ICEBEG,

Trieste, Italia).

El navegador empleado para Internet fue Microsoft Explorer Versién 6.0
(Microsoft Corporation). Todo el analisis se realizd usande un paquete
estadistico comercial (GBSTAT versién 10.0 of Dynamic Microsystems, Inc.,

Copyright 2004).
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5.5 AREAS DE TRABAJO

El reclutamiento de los pacientes y la coleccion de las muestras se llevé a cabo
en el Servicio de Urgencias del Hospital de Enfermedades Cardiovasculares y
del Térax, del IMSS, en la ciudad de Monterrey, Nuevo Leén, México. El trabajo
experimental de este proyecto se realizd en el Laboratorio de Genética
Molecular del Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la

Universidad Auténoma de Nuevo Léon.

5.6 CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUJETOS

El grupo de pacientes (SCA) fueron elegidos con los siguientes criterios de
inclusion: a) Edad entre 35 a 75 afios, b) SCA definido por depresion o elevacién
del segmento ST, con o sin necrosis secundaria a aterotrombosis, c) estabilidad
clinica. Criterios de Exclusién: a) mayor a 75 aiios, b) SCA secundario a: estrés
de esfuerzo, hipertension descontrolada, estenosis adrtica, hipertension arterial
pulmonar cronica o aguda, tirotoxicosis, anemia, falla del corazén, vasodilatacién
excesiva, etc. ¢) Killip clase Ill o IV, d ) SCA en los tres dltimos meses, e) Fraccion
de expulsion < 35 %, f) Enfermedad hematoldgica, hepatica o neoplasica, h)
actividad inflamatoria aguda o cronica, i) consumo excesivo de alcohol.

Grupo de ECE: pacientes con diagnéstico establecido a través de angiografia
coronaria e infarto previo de mas de seis meses. Controles: sujetos
aparentemente sanos sin historia de enfermedad cardiovascular. Los

integrantes de los grupos ECE y Controles se eligieron con relacion al grupo en
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estudio por edad y sexo y la toma de muestras se realizd bajo condiciones

similares a las del grupo en estudio.

Cada sujeto en el estudio (controles y enfermos) fimé una forma de

consentimiento informado antes de incorporarse al estudio (Anexol).

5.7 DEFINICION DE EVENTOS ADVERSOS INTRAHOSPITALARIOS

Isquemia recurrente: nuevo episodio de dolor toracico sugestivo de isquemia,
mayor de 5 minutos de duracion.

Reinfarto: 2 o mas de los siguientes criterios. 1) angina > 20 minutos, 2) nueva
elevacion del segmento ST (> 0.1 mv) en dos derivaciones subyacentes o la
presencia de una nueva onda Q, 3) nueva elevacion de la fraccion MB de la CPK
total arriba del 50% del limite superior normal alto, o del 50% del valor basal. 4)
reoclusidn angiografica de la arteria relacionada con el infarfo previamente
permeable.

Choque cardiogénico: 1) TA sistélica < de 90 mmHg sin el apoyo de substancias
vasoactivas o0 de 100 mmHg con el uso de vasopresores, 2) manifestaciones
clinicas y/o radiograficas de HVCP, 3) signos de hipoperfusién vascular periférica,
4) acidosis metabdlica, 5) indice cardiaco < 2.2 L/min/m2, 6) presi6bn capilar
pulmonar > de 18 mmHg, y 7) una diferencia arteriovenosa de oxigeno > 5.5 ml/dl.

Defuncién cardiovascular: mortalidad en la fase aguda o en el seguimiento
atribuida al SCA inicial descartando otro origen.
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5.8 MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron en tubos con EDTA vy Citrato
de Sodio, a partir de sujetos que asistieron a la consulta del Servicio de
Urgencias del Hospital de Enfermedades Cardiovasculares y del Térax, del
IMSS, en la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México de Enero del 2003 a

Diciembre del 2004.

5.9 METODOS

5.9.1 Muestra de sangre y analisis de laboratorio

Por la exquisita sensibilidad de los marcadores séricos en manipulaciones in
Vitro, las muestras se obtuvieron bajo cuidados extremos. Una vez que el
paciente firmé el consentimiento informado, dos personas con entrenamiento
especial realizaron una puncién venosa con un tubo de ensayo al vacio. Se
recolectaron 3 ml de sangre venosa en un tubo con citrato de sodio (ACD) y

otros 10 ml en un tubo con EDTA,

La puncion se realizé con una aguja numero 20 en una region del brazo sin
grietas, pliegues o soluciones de continuidad. La muestra siempre se obtuvo
antes de iniciar cualquier tratamiento fibrinolitico, antitrombético, antiplaquetario

o procedimientos invasivos, incluyendo la colocacion de lineas intravenosas.

Las muestras anticoaguladas con ACD se centrifugaron inmediatamente a una

temperatura de 4°C y el plasma obtenido se utilizé para determinar los niveles
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de las proteinas. El material anticoagulado con EDTA se utilizd para el
aislamiento de ADN. El personal del laboratorio se mantuvo ciego al diagnéstico

clinico de los sujetos.

5.9.2 Técnica de Extraccion del ADN

A partir de las muestras de sangre recuperadas de los SCA, ECE y Sanos se

extrajo el ADN mediante la técnica TSNT. '8

1.- Se colocaban 2.5 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA en 2
tubos Falcon de 15 ml, se centrifugaban por 4 min. a 2000 rpm para separar el

paquete celular. El plasma era descartado y a cada pastilla se le agregaba lo

siguiente:

a) Se anadia al paquete celular 1 ml de buffer de lisis TSNT (2% triton
100X, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Hcl pH=8, 1 mM EDTA disédico). Y

se mezclaba en vortex.
b) Se agregaban 2.5 ml de Fenol saturado. Se mezclaba nuevamente.

c) Se agregaban 0.5 ml de Sevag. Se agitaban en el vortex hasta

homogenizar completamente (entre 3 y 5 min.).
d) Se ailadia 1 ml de TE 1X pH=8.

2.- Toda la mezcla se centrifugaba 20 min a 10 000 rpm y la fase acuosa se
transferia a un tubo falcon de 15 ml. Si después de centrifugar una vez, la fase
acuosa estaba muy turbia, se realizaba una segunda extraccion fenol: sevag

(0.5 volimenes de cada uno).
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3.- Se precipitaba el ADN agregando 2 volimenes de etanol 100%
(aproximadamente 10 ml). Se mezclaba lentamente por inversion hasta

observar la precipitacién del ADN en forma de una hebra blanca.

***El ADN precipitado se recuperaba con una puntilla de plastico de 1 ml y

transfirié a un tubo eppendorf de 2 ml.

4 .- Se centrifugaba por 5 min a 10,000 rpm, se decantaba el sobrenadante

teniendo cuidado de que no se desprendiera 1a pastilla de ADN.
5.- Se aiadia 1 ml de etanol al 70%, mezclandose para lavar la pastilla.
6.-Se centrifugaba 3 min a 14 000 rpm, decantandose y secandose,

7.- Y por ultimo la pastilia se resuspendia en TE 1X pH=8 (el volimen para la
resuspension dependieron del tamario de la pastilla, aproximadamente de 200 -
1000 pl). Los ADNs resuspendidos se almacenaban a -20°C hasta su

utilizacion.

6.9.3 Reacciones de amplificacion (PCRs) de los genes estudiados

La PCR es una técnica rapida que permite, mediante reacciones ciclicas de
temperaturas, amplificar in Vitro un fragmento especifico de ADN y obtener
millones de copias del fragmento de interés para su posterior analisis. La
especificidad de la reaccién esta dada por la secuencia de iniciadores
(oligonuccleotidos aintticos) que se utilizan para delimitar la secuencia del
fragmento a amplificar. En este caso, cada uno de los polimorfismos a analizar

requiri6 del disefio de iniciadores especificos de cada gen, en la regién que
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contenia el polimorfismo. Los oligonucledtidos empleados para la amplificacion

de los fragmentos de los genes estudiados se observan en la Tabla 2, los

cuales se describen en direccionde 5 a 3".

Tabla 2.- Oligonucledtidos para amplificar los genes estudiados, sus secuencias y

claves.

Polimorfismos Secuencia de los Oligonucleétidos Clave de Almacén
Fg
-148CIT, AAG AAT TTG GGAATG CAATCT CTG CTACCT 807 (C/T-148F:5-)
~455G/A CTCCTCATT GTC GTT GACACC TTGGGAC 808 (CiT-148R:5')
+1689T/G TGGTTAATCTGG TTAAGTCTIG G 809 (T/G1889F.5"-)
GTCAGTAGC TATACATCCTITG 810 (T/G1689R:5"-)
Taq| ACC CGT GCCTATCTT TG 813 (TaqiF:5'-)
TGT CTCAGG TACATTTAGC 814 (TaqIR:5-)
Bok1 ACC TGG TTT CTC TGC CAC AAG 811 (B¢l F:5%)
AAT AGT TCT CATACCACAGTG T 812 (Bc1l R:5%)
FV: GAT CTG TGT GAT CTG AGAAACCTCT 817 (GIA1691F:5")
G1691A GAG GTA CCA GAG ACAGAG ACG TG 818 (G/A1691R:5-)
FVII: GGG AGA CTC CCC AAA TAT CAC 877 (R353QF)
R353Q ACG CAGCCTTGG CTTTCTCTC 878 (R353QR)
PT: TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 825 (PTF:5)
G20210A ATAGCACTG GGAGCATTGAAGC 826 (PTR.5')
GACCTTGTAAAGTCAAAAATGTC 879 (Val34LeuF)
EXII:; ACCCAGAGTGGTGGGGAAG 880 (Val34LeuR)
Val34leu GGAGCTTCAGGGCGT 881 (Val34LeuFG)
GGAGCTTCAGGGCTT 882 (Val34LeuFT)
GPllla: GCTCCAATGTACGGGGTAAAC 809 (PIA2F.5)
PLAI/PLA2 GGGGACTGACTTGAGTGACCT 910 (PIA2R:5)
t-PA: ACAGCT CACAGTTCTGTC TGACAACC 818 (AluF:5-)
Alu I/D. CCT GGA AGT CTG GTA GGC ACA CAG TCT GC 820 (AluR:5'-)
AAG CTT TTA CCA TGG TAACCC CTG GT 824 (CoGF:5")
PAI-1; TGC AGC CAG CCACGT GATTGT CTAG 823 (5G/4GR:5)
4G/5G GTC TGG ACA CGT GGG GG 821 (5GF.5")
GTC TGG ACACGT GGG GA 822 (4GF.5'-)
RCP: GATCTGTGTGATCTGAGAAACCTCT 885 (PCR1059F)
G1059C GAGGTACCAGAGACAGAGACGTG 886 (PCR1059R)
-T17A/G ACTGGACTTTTACTGTCAGGGC 911 (PCR717F)
ATCCCATCTATGAGTGAGAACC 912 (PCR717R)




5.9.4 Condiciones de amplificacion

Para iniciar las reacciones de PCR se usaron parametros estandares (Tabla 3),

que conforme se estandariza de ban las condiciones de cada reaccién, podian

ir cambiandose, utilizando ciclos de temperatura que se observan en la Tabla 4

y un tiempo promedio de reaccidn de tres h. Los tamarfios de los productos

amplificados (PA) variaron de 142 a 1301pb y se verificé su amplificacién en

geles de agarosa al 2%.

Tabla 3.- Condiciones iniciales de PCR para |los polimorfismos.

Componentes Vol. por reaccion
Buffer 10X 2.5 ul (1X)
dNTPs 10 mM 0.5 pl (0.2 mM)
TagADN polimerasa 5U/pl 0.5 pl (0.1 U/ul)
MgCl, 25 mM 1.5 w (1.5 mM)
Primer1 5 uM 2.5 pl (0.5 pM)
Primer2 5 uM 2.5 ul (0.5 pM)
ADN 1.0 pl (50 ng)
H,0 miliQ 15.0 pl
25.0 ul

Tabla 4.- Programa inicial de amplificacién para los polimorfismos.

Temperatura  Tiempo
1. 94°C 5 min
2.94°C 1 min
3. 53°C 1 min
4.72°C 1 min
5.72°C 15 min

Los pasos 2 al 4 se repitieron por 40 ciclos.
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5.9.5 Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricciéon

(RFLPs).

Esta técnica se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de diferentes
tamanios, tras su digestion con enzimas de restriccion, Los PA fueron digeridos
de acuerdo con las condiciones de reaccion sefialadas por la casa comercial
New England Biolabs, Gibco-BRL Life, y Fermentas (Tabla 5). En el Anexo Il se

describen las con diciones especificas para cada enzima.

Tabla 5.- Reaccidn inicial de digestion para los polimorfismos.

Reactivos Volumen pl
PA 10220 pl
Buffer 1l (1X)
Enzima 1ul(1abU)
Hz0 miliQ 3pul

Volumen final 15a 25 pl

Las reacciones se incubaron en un rango de 37 a 65°C (12 h) segun la enzima
utilizada.

Después del tiempo de incubacion, las reacciones de digestion fueron

verificadas por electroforesis (110 V por 4 h) en geles de agarosa al 4%.

Para asegurar la calidad de las genotipificaciones, los resultados fueron

validados tamizando nuevamente el 10% de muestras seleccionadas al azar y

todas aquéllas con patrén homocigoto para los alelos mutantes, de acuerdo a lo
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propuesto por Bladbjerg y cols.'® Dos observadores independientes analizaron

los genotipos. Los desacuerdos fueron resueltos por otra lectura comun.

5.9.6 Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se empleé la hoja de calculo Microsoft Excel XP, La
diferencia entre las medias de los grupos y las variables continuas fueron
evaluadas usando la t-Student de dos colas, evaluandose el resultado por la
prueba de Wilcoxon. Las variables discretas se analizaron mediante Chi-
cuadrada usando la correccion de Yates 6 la prueba exacta de Fisher, segun
fuera necesario. Se uso la Razén de Momios (RM) y Riesgo Relativo (RR) con
intervalos de confianza (IC) del 95% para determinar la probabilidad y el riesgo

de la enfermedad y eventos adversos.

Ademas se realizaron modelos univariados, y Regresiones Multivariada y
Logistica para determinar las variables mas significativas. La significancia
estadistica fue establecida para valores de p<0.05. Los datos se reportaron en
porcentajes, medias, desviaciones estandar, IC y RM. Todo el analisis se
realizd usando un paquete estadistico comercial (GBSTAT version 10.0 of

Dynamic Microsystems, Inc., Copyright 2004).
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CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1 Muestras para el estudio.

En el estudio se incluyeron 50 pacientes con SCA, 50 pacientes con ECE y 50
sujetos controles admitidos en el Servicio de Urgencias del Hospital de
Especialidades de Torax del Instituto Mexicano del Seguro Social en Monterrey,

México, durante el periodo enero 2003 - diciembre 2004.

6.2 Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con SCA, ECE y de
los sujetos sanos se observan en la Tabla 6. En donde se observa que el
tabaquismo es la Unica variable clinica significativa entre los grupos. Y en los
pacientes con SCA se observa una proporcion parecida entre los que elevaron

el ST y los que no.
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Tabla 6.- Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Caracteristica Controles ECE’ SCA® p
n=50 (%) n=50 (%) n=50 (%)

Edad (afios, +SD) 59.5¢7.4 61.9£8.7 61.718.2 NS
Mujeres 18 (36) 17 (34) 17 (34)
Hombres 32 (64) 33 (66) 33 (66) NS
Antecedentes
Familiares
Diabetes 16 (32) 19 (38) 27 (54) 0.004
SCA 8 (16) 26 (52) 11 (22) <0.0001
Hipertension 14 (28) 22 (44) 23 (46) 0.01
Factores de riesgo del
sujeto
Diabetes 0 (0) 28 (56) 25 (50) NE
Tabaquismo 14 (28%) 23 (46%) 27 (54%) 0.0007
Hipertension 0 (0) 31 (62) 28 (56) NE
Dislipidemia 2(4) 10 (20) 13 (26) <0.0001
Vida Sedentaria 27 (54) 27 (54) 32 (64) NS
IMC 274 9 29+7.5 29%7.5 NS
Electrocardiograma
SCA:

Con Elevacién ST -— - 29 (58) NE

Sin Elevacién ST -~ -— 21 (42) NE

NS=No significativo; NE=No evaluadas

6.3 Estandarizacién de la deteccion de los polimorfismos.

Se analizaron 14 polimorfismos en 9 genes, a cada uno de los cuales se les
realizd PCR y RFLPs de los PA, para la amplificacién y deteccién de los
mismos. Las cantidades y concentraciones de los reactivos para la PCR fueron
los que se describen en la Tabla 3 con las temperaturas de amplificacién de la

Tabla 4. A cotinuacion se describen los resultados de cada uno de los
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polimorfismos analizados, su comportamiento electroforético después de la
amplificacién y/o digestion y los tamaliios de los productos esperados para cada

alelo

6.3.1. Polimorfismos del Fg. Para el fibrinbgeno se analizaron cinco
polimorfismos, cuatro de los cuales estan en el gen de la cadena B (455 G/A, -
148 C/T, +1689 T/G y Bc/-1) y uno en la cadena a (Taq l). En las condiciones
de amplificacion, la temperatura de alineamiento cambié a 59°C para los cuatro
polmorfismos y en la amplificacion del Bel-1 se usaron 35 ciclos. En las Figuras
16 y 17 pueden observarse los PAs y los fragmentos que se obtienen al realizar

las digestiones de los genes -455 G/A, -148 C/T y +1689 T/G.

Para el polimorfismo Tag |, el PA reportado en la literatura es de 900 pb y los
fragmentos después del corte eran de 800 pb y 100 pb, sin embargo al realizar
la amplificacién y los cortes enzimaticos, l0s productos que resultaron eran de
950 pb y los fragmentos de 800 pb y 150 pb (Figura 18). Este resuitado fue
analizado obteniendo la secuencia del Gene Bank y confirmandose virtualmente
el tamafio del PA y los cortes enzimaticos con los programas Amplify 1.0 y el

ADN Strider™1.1, respectivamente.

Por dltimo, el polimorfismo Bel-1 fue el mas dificil de amplificar debido a las

inespecificidades que presentaban y a la amplificacion tan baja que se
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observaba en los geles de agarosa al 2% (baja intensidad de la banda). Los

fragmentos del PA se observan en la Figura 19.

@)  aupstis31 s32 $33 s34 s35 36 37 s38  s39  c-
. ¥4 ¥4 > B S SR

i s I sect s T
b=l & s odidaEl

b) PBS N H M
pBs+ s31° 33 s34 s35 s36 s37 538 539 40 s41
Mspl .
958 pb—» . ik U&— ; 70 |—
gl Lii
s75pb—>_ hd—a“““h“-‘ “489 - —
S — —
gg;g:wﬁga ENPAPPRE = o]
— 242 | v
“ 190 |
: 15T [
c)
835 pb—-w
466 pb—3p
272pb__{
194 pb—|
202 |y -
190 | e =
> ey ~
™ 157 | -

Figura 16.- Polimorfismos -455 G/A y -148 C/T del gen del Fg. a) Gel de agarosa al 2% el
marcador de PM es A+Pst |, y se observa la amplificacién de un PA de 1301 pb de varias
muestras el cual contiene los dos polimorfismos. b) En la parte derecha se observa el esquema
del gel de agarosa del polimorfismos -455 G/A, con el marcador de PM (pBS+Mspl). En el caril
N, esta representado el homoccigoto G/G (575, 383 y 343 pb); el carril H, es el heterocigoto G/A
(958, 575, 383 y 343 pb), y en el carril M, esta representado el homocigoto A/A (958 y 343 pb).
En la parte Izquierda esta un gel de agarosa al 4%, el marcador de PM es pBS+Mspl, y se
observa que las muestras s31, s33, s34, 835, s37, s40 y s41 son homocigotas G/G vy las
muestras s36, 838 y s39 son heterocigotas G/A para el polimorfismo -455. ¢) En la parte
derecha se observa el esquema del gel de agarosa del polimorfismos -148 C/T, con el marcador
de PM (pBS+Mspl) y en el carril N, esta representado el homoccigoto C/C (835, 272 y 194 pb);
el carril H, es el heterocigoto C/T (835, 466, 272 y 194 pb) y en el carril M, esta representado el
homocigoto T/T (835 y 466 pb). En la parte Izquierda esta un gel al 4%, el marcador es
pBS+Mspl, se observa que las muestras s1, s2, s3, s4 y 85 son homocigotas C/C y las
muestras s6, s7, s8 y s9 son heterocigotas C/T para el polimorfismo -148. En el gel a) se
cargaron 5 pl de los PA y en los geles b) y c) se cargaron 15 pl de las digestiones.
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Figura 17.- Polimorfismo +1689 T/G del Fg. a) Gel de agarosa al 2%, el marcador de PM es
pBS+Mspl y en los siguientes carriles se muestra la amplificacién de una banda de 710 pb la
cual contiene el polimorfismo. b) En la parte derecha se observa el esquema del gel de agarosa
del polimorfismos +1689 T/G, con el marcador de PM (pBS+Mspl). En el camil N, esta
representado el homoccigoto T/T (410 y 300 pb); el carril H, es el heterocigoto T/G (410, 300 y
250 pb) y en el carril M, esta representado el homocigoto G/G (410, 250 y 50 pb). A la izquierda
un gel de agarosa al 4%, donde el marcador de PM es pBS+Mspl, en los carmiles s16, s19 al c6
las muestras son homocigotas para T/T y en los carriles 815, 817 y s18 las muestras son
heterocigotas T/G en donde la banda de 50 pb se sale del gel y no se observa. En los geles al
2% se cargaron 5 pl del PA y en los geles al 4% se cargaron 15 pl de las digestiones.
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3 ce2 ce’lced aeG cie? cxeB 0990310 el c2 c3 o4 c5 dB c7 B c

950 pb——p G

-»?

150 pbeyp 190

Figura 18.- Polimorfismo Taq | del Fg. a) Gel al 2%, el marcador de PM es pBS+Mspl y en los
siguientes carriles se muestra la amplificacién de una banda de 950 pb la cual contiene el
polimorfismo. b) En la parte derecha se observa el esquema del gel de agarosa del
polimorfismos Taq |, con el marcador de PM (pBS+Mspl). Carril N, esta representado el
homoccigoto T1/T1 (950 pb); el carril H, es el heterocigoto T1/T2 (950, 800 y 150 pb) y en el
carril M, esta representado el homocigoto T2/T2 (800 y 150 pb). A la izquierda un gel de
agarosa al 4%, donde el marcador de PM es PBS+Mspl, en los carriles s41, s42, c14, ¢17, c19
al cie1 las muestras son homocigotas para T1/T1 y en los carriles ¢15, ¢16 y ¢18 las muestras
son heterocigotas T1/T2. En los geles al 2% se cargaron 5 pl del PA y en los geles al 4% se
cargaron 15 pl de las digestiones.
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Figura 19.- Polimorfismo Bcl-1 del Fg. a) Gel al 2%, el marcador de PM es A+Pst | se
observa el control negativo en el carril ¢c- y después la amplificacion de un PA de 2500 pb,
donde la muestra s2, s6 y s8 no se ve amplificacion. b) En la parte derecha se observa el

esquema del gel de agarosa del polimorfismos Bcl I, con el marcador de PM (A+Pst ). En el
carril N, esta representado el homoccigoto B1/B1 (2500 pb); el carril H, es el heterocigoto B1/B2
(2500, 1400 y 1100 pb) y en el carril M, esta representado el homocigoto B2/B2 (1400 y 1100
pb). A la izquierda un gel de agarosa al 2%, se usé el mismo marcador de PM que en el gel
anterior, las muestras en los carriles s4 al ¢3 son homocigotas B1/B1 y en los carriles s1 al 83,
las muestras son heterocigotas B1/B2. En los geles al 2% se cargaron 5§ ul del PA y en los
geles al 4% se cargaron 20 pl de las digestiones.

6.3.2. Polimorfismos del FV Leiden (G1691A): la unica diferencia en las
condiciones de reaccion fue la concentracion del MgCl, (1.2mM) vy las
temperaturas del programa de PCR donde los tiempos fueron de 30 seg en
lugar de 1 min, con una temperatura de alineamiento de 60°C por 30 ciclos. A
pesar de la estandarizacion, algunas muestras presentaron una banda exira, la
cual no era digerida con la enzima de restriccién Mn/ I por lo que no interferia en

el diagnostico de las muestras (Figura 20).
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Figura 20.- Polimorfismo G1691A del FV. a) Gel de agarosa al 2%. E! primer carril es el
control negativo c- y en los carriles siguientes se observa un PA de 267 pb que corresponde a
un fragmento del gen del FV. b) En la parte derecha se observa el esquema del gel de agarosa
del polimorfismos G1691A, con el marcador de PM (pBS+Msp ). En el carril N, esta
representado el homoccigoto G/G (163, 67, 37 pb); el caril H, es el heterocigoto G/A (200, 163,
67, 37 pb) y en el carril M, esta representado el homocigoto A/A (200 y 67 pb). A la izquierda un
gel de agarosa al 4%, donde se observan en todos los carriles muestras homocigotos G/G y en
el gel de agarosa al 4% c) todas las muestras son heterocigotas G/A. La banda de 37 pb no se
logra obsetvar en los geles.

6.3.3 Polimorfimos del FVII (R353Q). En este caso se obtuvo un fragmento de
312 pb con una temperatura de alineamiento de 60°C por 35 ciclos. Este PA se
cort6 con la enzima de restriccion Msp | dando fragmentos de 207, 67 y 38 pb
para el alelo mas comun (R) y 272 y 40 pb para el alelo Q (Figura 21). Sin
embargo no siempre se obtuvo la digestion completa en todas las muestras se
digeria la banda de 312 pb como se observan las muestras 7 y 9, pero esto no

interferia con la tipificacién.
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Figura 21.- Polimorfismo R353Q del FVII. a) Gel de agarosa al 2%, el carril c- es el control
negativo y el resto de los carmiles son muestras que amplifican un PA de 312 pb en donde el
marcador de PM es PBS+Msp | y b) En la parte derecha se observa el esquema del gel de
agarosa del polimorfismos R353Q, con el marcador de PM ((A+Pst [). En el carril N, esta
representado el homoccigoto R/R(207, 67, 38 pb); el camil H, es el heterocigoto R/Q (272, 205,
67, 40, 38 pb) y en el carrii M, esta representado el homocigoto Q/Q (272 y 40 pb). A la
izquierda se observa un gel de agarosa al 4%, el marcador de PM es A+Pst | y en los cariles 1,
2, 4 y 5 las muestras son homocigotas Arg/Arg, en los carriles 3, 6, 7 y 9 son heterocigotas
Arg/Gln y en el carril 8 se observa que la muestra es homocigota para GIn/Gin (para fines de
visualizar el homocigoto mutado se unieron dos geles). Las bandas 67 y 40 pb no siempre se
observan en los geles, pero las muestras 7 y 9 son un ejemplo de ellas.

6.3.4. Polimorfismo del Fli (G20210A): Este polimorfismo se amplificé a una
temperatura de alineamiento de 61°C dando como resultado un PA de 345 pb,
el cual no es digerido por la enzima de restriccion Hind lll cuando se encuentra
el alelo G y corta el PA en dos bandas (322 y 23 pb) en presencia del alelo A.

En los geles de agarosa al 4% el fragmento de 23 pb no es observado (Figura
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22) y la muestra #1 se cargd nuevamente en el gel para poder hacer la

genotipificacion.
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Figura 22.- Polimorfismo G20210A del Fll. a) Gel al 2%, en los carriles se observa un PA de
345 pb que corresponde a un fragmento del gen del Fll. b) En la parte derecha se observa el
esquema de un gel de agarosa del polimorfismos G20210A, con el marcador de PM ((pBS+Msp
1). En el carril N, esta representado el homoccigoto G/G(345 pb); el carril H, es el heterocigoto
GIA (345, 322, 23 pb) y en el camil M, esta representado el homocigoto A/A (322 y 23 pb). A la
izquierda se observa un gel de agarosa al 4%, donde las muestras 1, 3 al 8 son homaocigotas
G/G y la muestra 2 es heterocigota G/A.

6.3.5. Polimorfismo en el FXIll (V34L): A diferencia de los anteriores, la
genotipificacion para éste polimorfismos se realizé6 usando oligonucledtidos
especificos. Donde el alelo G (Val) amplificé a una temperatura de alineamiento

de 60°C y para el alelo T (Leu) de 58°C por 35 ciclos (Figura 23).
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Figura 23.- Polimorfismo V34L del FXIl. Para este polimorfismo se usaron los
oligonucledtidos especificoscomunes que fueron Val34Leu F y Val34Leu R que amplifican una
banda de 190 pb y los especificos el Val34Leu G y Val34Leu T que amplifica una banda de 142
pb. a) Para este gel se usé el oligonucledtido Val34Leu G, donde todas las muestras tienen el
alelo G, el marcador de PM es de 50 pb y b) Se usé el oligonucleétido Val34Leu T, el marcador
es el mismo del gel anterior y en los carriles 1, 2, 4, 5, 6 y 8 son positivas para el alelo T, el
resto son negativas. Por lo tanto las muestras 3, 7, 9 al 12 son homocigotas paraGyla 1, 2, 4,
5, 6y 8 son heterocigotas G/T.

6.3.6 Polimorfismos del PLA1/PLA2 del GPIlla: la unica diferencia en las
condiciones de reacciéon fue la concentracién del MgCl, (1mM) vy las
temperaturas del programa de PCR donde los tiempos fueron de 30 seg en
lugar de 1 min con una temperatura de alineamiento de 58°C por 35 ciclos.
Donde el PA fue de 282 pb, el cual no se digiere con la enzima Msp |, cuando
esta presente el alelo mas comun (PLA1) y se digiere en dos fragmentos (157 y

125 pb) para el alelo PLA2 (Figura 24).
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Figura 24.- Polimorfismo PLA1/PLA2 del GPllla. a) Gel de agarosa al 2%. En los carriles se
observa un PA de 282 pb que corresponde a un fragmento del gen. b} En la parte de la derecha
se observa el esquema del gel del polimorfismo, en donde el marcador de PM es A+Pst |. En el
carril N esta representado el homoccigoto PLA1/ PLA1 (282 pb); el carril H, es el heterocigoto
PLA1/ PLA2 (282, 157, 125 pb) y en el carmril M, esta representado el homocigoto PLA2 / PLA2
(157 y125 pb). En la parte de la izqueirda se encuentra un gel al 4%, en el cual las muestras en
los camiles 3, 15 al 18 son heterocigotas PLA1/PLAZ2 y el resto son homocigotas PLA1/ PLA1.

6.3.7 Polimoirfismos en el gen del t-PA: se amplificé el polimorfismo Alu I/D
a una temperatura de alineamiento de 63°C y 35 ciclos. La genotipificacion de
este polimorfismo no necesitd enzimas de restriccion, solo se corrieron los PA

en geles de agarosa al 2% (Figura 25).
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Figura 25. Polimorfismos Alu UD del t-PA. Este polimorfismo se analiza directamente al
observar la banda del PA de 916pb que representa al alelo comiin (se le denomina de Insercion
porque incluye la secuencia Alu de 312 pb) y una banda de 604 pb que representa al alelo
mutado (denominado D porque pierde la secuencia Alu). Se observan las muestras de los
carriles 6 y 12 homocigotas Alu I/Alu |, las de los camiles 1, 3, 4, 5, 9y 11 son heterocigotas Alu
I/Alu D y las de los carriles 2, 7, 8 y 10 son homocigotas Alu D/Alu D.

6.3.8. El polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1: En este polimorfismo se usaron
oligonucledtidos especificos para la genotipificacion de cada alelo. En la
primera reacciébn se coloco el oligonucledtido para el alelo 4G con una
temperatura de alineamiento de 59°C y para la segunda el alelo 5G a 61°C por

35 ciclos (Figura 26).
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Figura 26. Polimorfismo 4G/5G del PAI-1. Para este polimorfismo se usaron oligonucleétidos
comunes para los dos alelos que fueron 5G/4GR:5' y CoGF:5' que amplifican una banda de 260
pb y los especificos: el 4GF.5'y 5GF:5' que amplifica una banda de 147 pb. a) Gel de agarosa
al 4%, en el cual se usé el oligo 4GF:5'- , por lo que la muestra 2 es la tnica positiva para el
alelo 4G. b) Gel de agarosa al 4%, se usé el oligo 5GF:5-, dando todas las muestras positivas
para el alelo 5G. Por lo tanto la muestra 2 es heterocigota 4G/5G y el resto de las muestras son

homocigotas 5G/5G.

6.3.9 Polimorfismos en la CRP: Se analizaron los polimorfismos G1059C y
-717 A/IG con temperaturas de alineamiento de 58°C (30 ciclos) y 55°C (40
ciclos) respectivamente. Para el polimorfismo G1059C el PA se digirié con la
enzima Mae lll y el -717 A/G con la enzima Sac |l. Los fragmentos de la

digestion se observan en las Figura 27 y 28, respectivamente.
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Figura 27.- Polimorfismo G1059C de la CRP. a) Gel al 2%, el caril c- es el control negativo y
en el resto de los carriles se observa un PA de 744 pb que corresponde a un fragmento del gen.
b) En la parte de la derecha se observa el esquema del gel del polimorfismo, en donde el
marcador de PM es pBS+Msp |. En el carril N esta representado el homoccigoto G/G (310, 233
y 201 pb); el camil H, es el heterocigoto G/C (434, 310, 233 y 201 pb) y en el carril M, esta
representado el homocigoto C/C (434 y 310 pb). En la parte izquierda se encuentra un gel de
agarosa al 4%, en donde se observa que las muestras en los carriles 1 al 8 son homocigotas
GIG, en el 9 y 10 las muestras son heterocigotas G/C y {a muestra en el carril 11 no se observo
nada, por lo que se tuvo que repetir,
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Figura 28.- Polimorfismo -717A/G de la CRP. a) Gel de agarosa al 2%, el caril c- es el control
negativo y en el resto de los carriles se observa un PA de 137 pb que comresponde a un
fragmento del gen. b) En la parte de la derecha se observa el esquema del gel del polimorfismo,
en donde el marcador de PM es unaescalera de 50 pb. En el carril N esta representado el
homoccigoto A/A (137 pb); el carril H, es el heterocigoto A/G (137, 108 y 29 pb) y en el carril M,
esta representado el homocigoto G/G (108 y 29 pb). En la parte izquierda se encuentra un gel
de agarosa al 4%, en el cual se observa que las muestras de los carriles 2, 3, 5, 6, 10 al 12, 14,
16, 18 y 19 son homocigotas A/A, enel 1,7, 13, 15y 17 las muestras son heterocigotas A/G
y en el 4, 8 y 9 las muestras son homocigotas G/G.

6.4 Frecuencias de los polimorfismos analizados en las tres cohortes.

Una vez estandarizadas las reacciones de PCR y la genotipificacién de las 150
muestras se procedié a hacer un andlisis preliminar de [a distribucion de
genotipos para cada polimorfismo de todos los genes analizados, el cual no
mostré desviaciones con respecto a la ley de equilibrio de Hardy-Weinberg en

los tres grupos (p > 0.05).
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La Tabla 7 muestra la distribucion de los genotipos analizados del Fg y de los
alelos, en los tres grupos analizados. De los cuatro polimorfismos estudiados,
solo los que se localizan en el promotor def gen FgB (-455G/A y -148C/T) y Taq
I (gen FgA) fueron estadisticamente diferentes entre SCA, ECE y los controles.
La frecuencia de los genotipos -455G/A y -148C/T fueron significativamente
diferentes en los grupos (p=0.0013 y p<0.0001, respectivamente). Sin embargo
al realizar el analisis en los alelos, solo la variante -148T permanecié con una
frecuencia mayor, estadisticamente significativa (p=0.004). El resto de alelos no

mostraron valores significativos para una condicién clinica particular.

En la Tabla 8 se muestra [a distribucion de les genotipos y alelos de los
polimorfismos en los genes del FV, FVII, FIl, FXIll y GPllla. Al realizar el
analisis estadistico para ver [a diferencia entre las frecuencias entre los grupos,
solo los polimorfismos R353Q y V34L presentaron diferencia estadistica
(p=0.03 y p<0.0001, respectivamente). Sin embargo al hacer la misma
comparacién con los alelos, solo e! V34L permanecié estadisticamente

significativo (p<0.0001).
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Tabla 7.- Genotipos del Fibrinégeno y los Grupos de Estudio.
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Genotipos Controles ECE SCA p
n=50 (%) n=50 (%) n=50 (%)
-455Fg
GIG 40 (80) 30 (60) 30(60)
G/A 9(18) 20 (40) 20(40) 0.0013
AA 1(2) 0(0) 0(0)
-148Fg
CIC 29 (58) 19 (38) 16 (32)
CIT 20 (40) 26 (52) 24 (48) <0.0001
TT 1(2) 5(10) 10 (20)
+1689 Fg
T 32 (64) 31 (62) 30 (60)
GIT 17 (34) 19 (38) 20 (40) NS
GIG 1(2) 0 (0) 0(0)
Taq |
Tm 29 (58) 38 (76) 30 (60)
T1M2 19(38) 12 (24) 18 (36) 0.03
T2/T2 2(4) 0() 2 (4)
Bel-1 Fg
B1/B1 39 (78) 38 (76) 38 (76)
B1/B2 11(22) 12 (24) 12 (24) NS
B2/B2 0 (0) 0(0) 0(0)
Alelos
455 G 89 80 .80 NS
A 11 20 20
-148 C 78 64 56 0.004
T 22 36 44
+1689 T 81 81 80 NS
G 19 19 20
Taql T4 77 88 78 NS
T2 23 12 22
Bel-1 B1 89 88 88 NS
B2 11 12 12

ECE = Enfermedad Coronaria Estable; SCA = Sindromes Coronarios Agudoes; Fg = fibrindgeno, NS=no significativo
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Tabla 8.- Frecuencia genotipica y alélica del FV, FVII, Fil, FXIll y GPilla en los tres

grupos.
Genotipos Controles ECE SCA p
n=50 (%) n=50 (%) n=50 (%)
1691FV
GIG 39(78) 44 (88) 43 (86)
GIA 11(22) 6 (12) 7 (14) NS
A/A 0(0) 0 (0) 0 (0)
353FVII
RR 27 (54) 32 (64) 21(42)
R/Q 22 (44) 17 (34) - 27 (54) 0.03
QQ 1(2) 1(2) 2(4)
20210Fl
GIG 49 (98) 48 (96) 49 (98)
GIA 1(2) 2 (4) 1(2) NS
AJA 0 (0) 0 (0) 0(0)
34FXIl
VIV 0 (0) 5(10) 4(8)
ViL 3(6) 13 (26) 28 (56) <0.0001
LL 47 (94) 32 (64) 18 (36)
GPlila
PLA1/PLA1 40 (80) 39(78) 40 (80)
PLA1/PLA 2 10 (20) 11 (22) 10 (20) NS
PLA 2/ PLA 2 0 (0) 0(0) 0(0)
Alelos
1691 FV G 89 94 93 NS
A 11 6 7
353FVIl R 76 81 69 NS
Q 24 19 31
20210Fll G 98 96 98 NS
A 2 4 2
4FXN V 6 23 36 <0.0001
L 94 77 64
GPlila PLA1 90 89 90 NS
PLA2 10 11 10

ECE = Enfermedad Coronaria Estable; SCA = Sindromes Coronarios Agudos; NS=no significativo
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La Tabla 9 muestra |a distribucion de los genotipos y alelos de los polimorfismos
en los genes del t-PA, PAI-1 y CRP. Al realizar el analisis estadistico para ver
la diferencia entre las frecuencias entre los grupos, sélo los polimorfismo Alu I/D
y -717 AI/G presentaron diferencia estadistica (p=0.0089 y 0.0002,
respectivamente). Sin embargo al hacer la misma comparacién con los alelos,

solo el Alu I/D permanecid estadisticamente significativo.

Para determinar la diferencia entre los grupos se hicieron analisis de
comparacion entre cada uno de los grupos usando razones de momios (RM).
Las determinaciones de cargas genéticas de un alelo particular entre los
posibles genotipos estudiados, demostré RM incrementadas para enfermedad
coronaria (Tabla 10). También en la Tabla 10 se observa la comparacién entre
cada uno de los grupos. La frecuencia de la carga del alelo -455A determina
una RM=2.66 (IC 95%, rango 1.1-6.3, p= 0.03) para las dos condiciones
patologicas. La carga del alelo -148T determina unas RM de 2.25 (IC 95%,
rango 1.0-4.9, p=0.04) para ECE y de 2.93 (IC 95%, rango 1.3-6.4, p=0.01) para

SCA.

Para la carga del alelo 353Q, la unica comparacién con evidencia
estadisticamente significativa fue al comparar los ECE con los SCA (2.45, 95%
IC 1.1-5.3, p=0.03). La carga del alelo 34V fue el mas significativo
esfadisticamente y el que dié diferencia en todas las comparaciones hechas

entre los grupos (p =0.04 a <0.0001).
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Tabla 9.- Frecuencia genotipica y alélica de los genes t-PA, PAl-1 y la CRP en los tres

grupos.
Genotipos Controles ECE SCA p
n=50 (%) n=50(%) n=50 (%)
Alu t-PA
] 17 (34) 10 (20) 22 (44)
D 22 (44) 27 (54) 20 (40) 0.0089
DD . 11 (22) 13 (26) 8 (16)
PAI-1

5G/5G 17 (34) 18 (36) 20 (40)
5G/4G 24(48) 23 (46) 18 (36) NS

4G/4G 9 (18) 9 (18) 12 (24)
1059CRP
GIG 45 (90) 47 (94) 46 (92)
GIC 5 (10) 3 (6) 4 (8) NS
crc 0 (0) 0 (0) 0(0)
-7T17CRP
A/A 33 (66) 35 (70) 35 (70)
AG 15 (30) 14 (28) 7(14) 0.0002
GIG 2(4) 1(2) 8 (16)
Alelos
Au D 44 53 36 0.05
| 56 47 64
PAl-1 5G 58 59 58
4G 42 41 42 NS
1059 G 90 94 92 NS
C 10 6 8
717 A 81 84 77 NS
G 19 16 23

ECE = Enfermedad Coronaria Estable; SCA = Sindromes Coronarios Agudos; NS=no significativo,
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Tabla 10.- Carga alélica de los alelos que confieren riesgo: Fg(-455A y -148T), FVII(353Q),
FXII(34V), t-PA(Alu l) y CRP(-T17A).

Carga Controles® ECE® SCA® OR (95% Cl), p
Genotipica N=50 " N=50 N=50
-455Fg: b
2.66 (1.1-6.3), 0.03
G/G 40 30 30 2,66 (1.16.3), 0.03%
G/A + A/A 10 20 20 0.84 (.38-1.8) , NS™
-148Fg: a
225 (1.0-4.9), 0.04
c/C 29 19 16 293 (1.3-6.4), 0.01%
CT+TIT 21 31 34 1.30 (,57-2.9), NS>
J53FVII:
1.51 (0.7-3.3), 0.31®
RR 27 32 21 1,62 (0.7-3.5), 0.23"
R/Q + Q/Q 23 18 29 2.45(1.1-5.3),0.03 ™
34FXIlI: R——
L 47 32 18 27.9 (7.0-81), <.0001™
VIL+VV 3 18 32 3.16 (1.4-6.9), 0.006™
Alat-PA 0.48 (0.2-1.2), 0.1
D/D+D/ 33 40 28 . i
v i = 95 1.50 (0.7-3.4), 0.3

3.12 (1.3-7.3), 0.01

-717 CRP:

AA+AIG 48 49 42 204 (2134, 00k
57 (0.9-16.8), 0.07

GIG 2 1 8 9.33 (1.1-39.3), 0.03%

ab=Controles vrs ECE; ac= Conftroles vis SCA; bc= ECE vrs SCA; NS= no significativo

Por uttimo el alelo CRP(-717G), muestra una tendencia al comparar controles
sanos y ECE, y resulta con una diferencia estadisticamente significativa al

comparar sanos y SCA con una RM de 9.33 (p=0.03).

El resto de los polimorfismos no se discuten ni se muestran en la Tabla 10,

porque no dieron diferencia estadisticamente significativa.
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6.5 Comparacion de los parametros bioquimicos y hematolégicos en las
tres cohortes.
La comparacién entre los grupos para las variables bioquimicas se realizo
comparando entre dos medias usando la t-Student. Primero se realizé entre
controles sanos y ECE, encontrando al fibrinégeno, leucocitos, neutrdfilos,
creatinina y actividad del Fll, FV y FVIl, como las variables bioguimicas

estadisticamente significativas (Tabla 11).

Tabla 11.- Comparacion de las variables bioquimicas entre los controles sanos y ECE.

FACTORES CONTROLES (n=50) ECE (n=50) p
TP (seg) 12.240.7 13.124.9 22
TTPA (seg) 28.7+3.9 29.4+11.5 70
Fibrinogeno (mg/dl) 371.2497.4 414.6494.3 03

Plaquetas (cel/mm?) 230,042164259 218,500+74133 42

Leucocitos (cel/mm?) 621241543 718142113 .01
Neutréfilos (cel/mm®) 38631344 4635£1623 .01
Creatinina (mg/dI) 0.8740.2 1.00£0.34 02
Urea (mg/dl) | 22.4+10.1 24.61£13.6 .38
Actividad FIl (%) 103.1£26.4 80.9:21.5 <.0001
Actividad FV (%) 07.2 $33.1 72426.7 .0001
Actividad FVII (%) 122.9+32.0 93.8+33.4 <.0001

TWfiempo de protrombina, TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada
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La segunda comparacién se realiz6 entre los controles sanos y SCA,

manteniéndose como variables bioquimicas estadisticamente significativas al

fibrindgeno, leucocitos, neutréfilos, creatinina y actividad del Fll; perdiendo

significancia la actividad del FV y FVII (Tabla 12).

Tabla 12.- Comparacién de las variables bioquimicas entre los controles sanos y SCA.

FACTORES CONTROLES SCA P
(n=50) (n=50)

TP (seq) 12.240.7 14.045.7 .06
TTPA (seg) 28.744 33.1£23 .20
Fibrin6geno (mg/dl) 371.24¢97 4 4425 £153.2 007
Plaquetas(cel/mm?) 230,0421+64259 233,306164518 81
Leucocitos (cel/mm?) 621241543 8982+3244 <.0001
Neutréfilos (cel/mm?) 386311344 672712932 <.0001
Creatinina (mg/dI) 0.8710.2 1.1£0.63 .02
Urea (mg/dI) 22.4+10.1 22.7+13.4 .90
Actividad Fll (%) 103.1£26.4 83.8424.8 0003
Actividad FV (%) 97.2 £33.1 84.7£29.9 053
Actividad FVII (%) 122.§t32.0 140.1197.5 .54

TP: Tiempo de protrombina, TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada

La tercera comparacion se realizé entre ECE y SCA, manteniéndose como

variables bioquimicas estadisticamente significativas leucocitos, neutréfilos, y

actividad del FV y FVII. El resto de las variables no fueron estadisticamente

significativas (Tabla 13).
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Tabla 13.- Comparacién de las variables bioguimicas entre ECE y SCA.

FACTORES ECE (n=50) SCA (n=50) p
TP (seg) 14.0£5.7 52
TTPA (seg) 29.4111.5 33.3£23.5 33
Fibrinégeno (mg/di) 414.6494.3 442 4 +153.2 30
Plaquetas(cel/mm?) 218,500474133  233,306164518 30
Leucocitos (cel/mm®) 7181£2113 898243244 .001
Neutréfilos (celfmm?®) 463511623 672712932 <.0001
Creatinina (mg/dl) 1.0010.34 1.1£0.63 33
Urea (mg/dl) 24.64+13.6 22.7+13.4 .50
Actividad Fll (%) 80.9+21.5 83.8£24.8 54
Actividad FV (%) 84.7429.9 03
Actividad FVI! (%) 93.8+33.4 140.1+97.5 .003

TP: Tiempo de protrombina, TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada

8.6 Determinacion de la correlacién entre los polimorfismos y los niveles

plasmaticos de los factores bioquimicos y hematolégicos analizados.

Se determiné la relacién entre los niveles plasmaticos del Fg, Fll, FV, FVIl y sus

polimorfismos. Solo se encontrd relacion significativa entre el Fg y los

polimorfismos estudiados del gen, con excepcion del Taq | (Tabla 14). El resto

de las correlaciones no fueron estadisticamente significativas (datos no

mostrados).
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Tabla 14.- Relacién entre los niveles plasméticos del fibrindgeno y polimorfismos.

Fibrinégeno <350 mg/d| 350-450 mg/d| >450 mg/d| p
n=142 =43 n=55 n=44
Bcl-1 Fg
B1/B1 37 (86) 42 (76) 29 (66)
B1/B2 6 (14) 13 (24) 15 (34) 0.004
B2/B2 0 (0) 0(0) 0 (0)
-455Fg
GIG 36 (84) 35 (64) 22 (50)
G/A 6(14) 21 (36) 22 (50) <0.0001
AA 1(2) 0 (0) 0(0)
-148Fg
C/IC 20 (47) 26 (47) 16 (36)
cIt 20 (46) 27 (49) 19 (43) 0.0014
T 3(7) 2 (4) 9(21)
TaqlFg ‘
T1/T1 26 (60) 37 (67) 28 (64)
T1/T2 14 (33) 18 (33) 15 (34) 0.06
T2/12 3(7) 0(0) 1(2)
+1689 Fg
T 31 (72) 34 (62) 21 (48)
GIT 11 (26) 21 (38) 23 (52) 0.0015
G/G 1(2) 0 (0) 0 (0)

Ademas al realizar un andlisis de regresién maltiple para ver si estos
polimorfismos permanecian como predictores independientes de niveles
elevados de Fg al usar variables como el tabaquismo, edad, sexo, diabetes y
dislipidemia, solo los polimorfismos 455 y -148 permanecieron

estadisticamente significativos (r=0.3, p=0.008)

6.7 Resultados del seguimiento de la cohorte experimental a los 3, 6 y 12

meses después de su ingreso al estudio.

El seguimiento de los pacientes se realizé mediante llamadas telefénicas y/o

consultas en la Clinica #34. Todos los pacientes fueron seguidos, alos 3,6y 9
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meses a partir del periodo de hospitalizacion. Sin embargo, dos no pudieron
localizarse durante el seguimiento a los 3 y 6 meses y a los 12 meses otros dos
se perdieron. Estos 4 pacientes no se localizaron porque no contestaron las
llamadas telefénicas, ni los telegramas enviados. Si cambiaron de domicilio, no

nos fué notificado.

Los eventos adversos seguidos en este proyecto fueron: isquemia recurrente,
re-lAM, choque y muerte, de los cuales el tiempo y el nimero de eventos de los

pacientes se observan en la Figura 29.

16
14
@ :
g 12 @ Hosp (n=50)
g 10 | |m3meses (n=48)
§ 8 Xl !D6meses (n=48)
e |09 meses (n=48)
Ri (512 meses (redf)
=
24
0 . e - - T
Isquemia RE-IAM Choque Defuncién
recurrente

Evento Adverso

Figura 29.- Gréfica de seguimiento de los pacientes con SCA. El evento Isquemia
recurrente fue el mas frecuente. Por ejemplo: Tuvieron izquemia: quince pacientes en
hospitalizacion, doce a los 3 meses de seguimiento, ocho a los 6 meses, nueve a los 9 meses y
siete a los 12 meses.
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Correlaciones estadisticas entre: las variables dependientes (eventos
adversos como isquemia recurrente, infarto, etc.) y las variables

independientes (hallazgos bioquimicos, hematologicos y genéticos).

La primera correlacion que se hizo fue la de analizar la influencia de las
variables clinicas, bioquimicas y genéticas en el tiempo de supervivencia de los
pacientes con SCA. Encontrando los niveles de fibrinégeno plasmatico
mayores a 450 mg/dl (Figura 30) y los niveles de leucocitos mayors a 8,500
cel/mm? (Figura 31), como marcadores de mal pronéstico de supervivencia a un

ano de seguimiento en estos pacientes.

Proporcion acumulada de supervivencia

1. ¢ ©
0.
0. .
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.1 =+ tertiles bajos
Y N N S S = tertil alto
0 2 4 6 8 10 12 14
meses

Figura 30. Grafica de Supervivencia de los pacientes con SCA al comparar los niveles del
Fg. Se compararon los tertiles de Fg: alto (>450 mg/dl) contra los tertiles bajos (450 a 350 y
<350 mg/dl) (p=0.03), observandose una menor proporcidon de supervivencia en los pacientes
con los tertiles mas elevados.
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Proporciéon acumulada de supervivencia

= a
. -#= <8500
0 0 g 3 0 0 e g4 o ¢ 4 9o 9 1 ¢ s 3 4 3 4 4 43 g 4 t 4 4 e >8500
0 2 4 6 8 10 12 14
meses

Figura 31. Grifica de supervivencia de los de los pacientes con SCA al comparar los
niveles de leucocitos. Se conpararon los niveles mayores de 8,500 cel/mm® contra niveles
menores de 8, 500 cel/mm® (p=0.05). En eontrando menor proporcién de supervivencia en los
pacientes con leucocitos mayores a 8,500 celimm®.

La segunda correlacion se realiz6 usando regresiones logisticas simples,
comparando las variables dependientes (angina, re-lIAM, Choque y Muerte)
contra las variables independientes clinicas, bioquimicas y genéticas, a un afio
de seguimiento. Encontrandose como marcadores para; a) angina después del
SCA, a la carga genética -148 CT/TT del Fg y -717 AG/GG de la CRP; b)
re-l1AM, a la carga genética del 1691GA+AA; ¢) Choque, a los niveles de
neutrdfilos elevados; d) Muerte, al dafio del ventriculo derecho; y d) en los

eventos adversos totales, a la severidad de la enfermedad (representado por el

CATT) (Figura 32).
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Var. Indepen. Isquemia Re-llAM Choque Defuncibn  EAT
OR, P OR, P OR,P

148 CT+TT 2.0,0.04 R —_— e —

<T17TAG+G  2.0,0.04 —_— — S —

1691 AG+GG B 24, 0.01 e — —_— S

Neutrofilos _— —_— 2.0, 004 —_— —_—

Vent. _ —_ —_— 1.9, 0.05 —_—
Derecho

CATT —_ - — — 20,004

Figura 32.- Regresion Logistica Simple de las variables dependientes a un afio de
seguimiento de los pacientes con SCA,

Ademas de estas variables estadisticamente significativas, todas la variables
que tuvieron una p<0.15 se utilizaron para hacer los modelos de regresion
muitivariada logistica de cada uno de los eventos adversos de manera

individual y en conjunto (EAT).

En el evento angina, la carga genética del -148CT/TT permanecié
estadisticamente significativa, mientras que el -717AG+GG no se mantuvo la
significancia. Oras variables, como la presencia de CATT y la carga genética
del PLA1/PLA2+PLA2/PLA2 que no fueron significativas en la regresion simple
en el modelo, adquirieron evidencia estadisticamente significativa en la

regresion logistica multivariada (Tabla 15).

Para el evento re-lIAM y choque, la carga genética del FV(1691AG+GG) y
neutrdfilos no permanecieron estadisticamente significativos y ningin modelo

fué significativo para ellos.
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Tabla 15.- Modelo de regresién multivariada logistica de isquemia recurrente a un afio de

seguimiento (p=0.002).
Variable Coeficiente OR (IC 95%) p
Beta

Hipertensién 0.43 0.58 0.55
CATT 1.81 213 0.03
Fg(-455 GA+AA) -0.42 0.49 0.62
Fg(-148 CT+TT) 1.88 2.03 0.04
Gpllla

(PLA1/PLA2+ 2.80 2.28 0.02
PLA2/PLA2)

CRP(-717 AG+GG) 1.44 1.66 0.09

En el evento muerte, el dafioc en el ventriculo derecho no permanecio

estadisticamente significativo, pero la FE y el genotipo Alu I/, que no fueron

significativos en el modelo la regresién simple, adquirieron evidencia

estadisticamente significativa en la regresion multivariada (Tabla 16).

Tabla 16.- Modelo de regresién multivariada logistica de muerte a un afio de seguimiento

(p=0.001).

Variable Coeficiente Beta OR (IC 95%) p
SCA +ST 222 0.96 0.33
Ventric. Der. 1.25 0.73 0.46
FE -0.02 -1.96 0.04
Neutro >6,500 -2.26 -1.33 0.18
Leucos >8,500 9.45 0.98 0.32
Fg >450 -0.96 -0.97 0.33
Alu I/l 3.37 2.16 0.03

71



los eventos adversos totales (EAT), el

relacion con fes evsnios CardiovascNIgnes SEversay.
M en C Luis Miguel Canseco Avila

CATT no permanecié

estadisticamente significativa en el modelo muitivariado (Tabla 17).

Tabla 17.- Modelo de regresién multivariada logistica de EAT a un afio de seguimiento

(p=0.04).
Variable Coeficiente OR (IC 95%) p
Beta
Hipertension 0.47 0.67 0.49
CATT 1.73 1.31 0.18
Obstruccion >70% -0.50 -0.38 0.69
-148 CT/TT 1.45 1.91 0.05
Alul 1.45 1.68 0.09

estadisticamente significativa, pero la carga genotipica del Fg(-148CT/TT) que

no fue significativo en el modelo de la regresion simple, adquirié evidencia
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CAPITULO VI

DISCUSION

En este estudio se analizaron tres cohortes (SCA, ECE, y sujetos sanos) para
investigar marcadores genéticos que pudieran ser utilizados como posibles
predictores de la evolucién clinica a mediano plazo, de sujetos que llegan al

servicio de urgencias, con la enfermedad aguda (SCA).

Analizando los datos obtenidos, encontramos que antecedentes familiares
(diabetes, SCA y hipertensién), tabaquismo y dislipidemia son marcadores de

enfermedad coronaria, lo cual ha sido ya reconocido mundialmente.'”%1%8

Las investigaciones epidemiologicas y clinicas demuestran un incremento en
las complicaciones trombodticas asociadas a ciertos factores de riesgo
cardiovascular, como DM, hiperlipemia y fabaquismo.'®'® Algunos estudios
clinicos y experimentales han establecido que los factores de riesgo pueden
promover el desarrollo de un estado hipercoagulable que actia como
desencadenante de la trombogenicidad sanguinea,'?'¥2 Concretamente, se ha
descrito en pacientes con SCA, que las cifras elevadas de lipidos predisponen a

la ruptura de placas vulnerables, mientras que el tabaquismo predispone a la

trombosis aguda, %
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Se encontraron que las variables bioquimicas como los leucocitos, neutréfilos,
fibrinégeno y creatinina estan relacionadas a enfermedad coronaria, y para el
riesgo de un nuevo evento de SCA sdlo leucocitos y neutréfilos se mantuvieron
significativos. Ademas, leucocitos >8500 cellmm® y Fg >450 mg/dl son
predictores de mala evolucion a un afio, a pesar de que estos niveles (con
excepcion del Fg) se encuentran por debajo de los valores normales de
referencia.'® 2% Por lo que nos hace pensar en la re-valoracion de los niveles
nomales en estos marcadores. Proponiendo, como ha sucedido para otros
factores de riesgo (como el colesterol, glucosa, IMC y medida de la cintura), que
éstos tendrian que ser méas estrictos (mas bajos). Toda esta evidencia nos
indica un proceso inflamatorio elevado, con problemas en la funcidn renal, lo
que se traduce a un mayor dafio en el endotelio con placas ateromatosas mas

vulnerables, repercutiendo en un mayor riesgo de enfermedad coronaria,

nuevos SCA y mal pronéstico de evolucion.

Las distribuciones genotipicas de los genes estudiados en la enfermedad
coronaria son las primeras que se reporta en el pais, encontrando que .
polimorfismos que son muy importantes para el riesgo cardiovascular en
poblaciones caucasicas (principalmente europeas), como el G20210A del Fil y
G1691A del FV, no representan ningln riesgo e inclusive son muy raros en
nuestra poblacion, como se ha demostrado en poblaciones americanas,

asidticas y africanas. 2%
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Tal vez el hallazgo mas relevante de este trabajo es el riesgo de sufrir un
evento cardiovascular adverso, angina y muerte en los siguientes a doce
meses post-SCA, cuando estan presentes algunos polimorfismos de la
hemostasis. Siendo éste el primer trabajo que reporta esta asociacion, seglin

los descritos en la literatura a esta fecha.

Los polimorfismos del Fg(-148C/T y -455G/A) y del FXI11I{V34L) son marcadores
de enfermedad coronaria, mientras que los de FXII(V34L) y t-PA(Alu I/D) son
marcadores de nuevo evento de SCA. Ademas, la carga genética del
polimoprfismo Fg(-148T) y la del Gpllla (PLA2) son marcadores independientes

de isquemia recurrente, y de muerte el -PA(Alu I/1).

En el caso de los polimorfismos en el promotor del Fg, éstos se correlacionaron
con el fenofipo al encontrar asociacién independiente al resto de los factores
como tabaquismo, dislipidemia, diabetes, edad y sexo. Estos niveles de la
proteina son superiores a los reportados por otros trabajos en los que se utiliza
el método de Clauss para medir el Fg.26%%7 En todo caso, las diferencias
estadisticas observadas entre los grupos, sugieren estratificaciones fenotipicas

que pudieran estar asociadas a riesgo cardiovascular incrementado.

También se observa que los niveles de Fg fueron predictores de muerte durante
el seguimiento a un aiio del grupo SCA y que los valores de esta proteina
durante el evento agudo en los sujetos que fallecieron fueron de 468.3 mg/d|

(£185.8 mg/dl). Estos hallazgos se han reportado en poblaciones israelies 2%



japonesa—americana,?® estadounidense®'’ y espariota.?!! Mas aun, al comparar
el valor predictivo del Fg con la RCP en pacientes con enfermedad coronaria

inestable sin elevacion del ST y sin necrosis miocardica, se observaron

resultados similares en la tasas de mortalidad 2%

La comparacién de cargas genéticas conteniendo a los alelos Fg(-455A y -
148T) demuestran asociaciéon con la enfermedad coronaria, siendo ldgico
pensar que los polimorfismos en el promotor de la cadena B, la cual es la
responsable de la regulacion de los niveles del Fg, es:tén asociados a la
enfermedad. Por ejemplo, el polimorfismo Fg(-455G/A) se ha encontrado
asociado a la enfermedad en la mayoria de los grupos étnicos alrededor del

212218 aunque reportes como los de Tybjarg-Hansen?'® y Doggen®" no

mundo,
encontraron asociacion cuando estudiaron poblaciones danesa y holandesa,

respectivamente.

Por otra parte para el polimorfismo Fg(-148C/T) no ha sido definitivamente
asociado como determinante de riesgo cardiovascular, aunque recientemente
se reportd asociacion con IM?® y con la prediccion de aterosclerosis en
carbtidas,”” en una poblacién Asistica. Por lo que este estudio apoya la

asociacion de este polimorfismo con los SCAs.

En conjunto, los resultados de este trabajo muestran que el alelo Fg(-148T) esta

intimamente ligado a valores altos de Fg, a enfermedad coronaria en general y
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a eventos adversos post-SCA, y que el alelo Fg(-455A) esta asociado a valores
altos de Fg y enfermedad coronaria. La asociacién simultanea de los alelos
Fg(-455A y -148T) concuerdan con la hipétesis de un posible desequilibrio de
ligamiento entre estos dos polimorfismos, como se ha reportado para .
poblaciones caucasicas. 2'®2® gin embargo el presente estudio no pemmite

establecer esta conclusion.

Los dos polimorfismos que resultaron ser significativos, se ubican en la region
promotora del gen FgB, muy cerca del elemento de respuesta a IL-6 y C/EBP y
de los sitios HNF1 y HNF3 3121522124 | oq cuales son esenciales para una
respuesta total del promotor a la IL-8, la cual es una citocina responsable de [a
respuesta inflamatoria, relacionada a niveles elevados de proteinas de fase
aguda como el Fg y la Proteina C Reactiva. Por lo que es posible que estos
polimorfismos estén involucrades a mayor respuesta del promotor de Fg a los
estimulos como disfuncién endotelial, trombosis, estrés oxidativo, etc. Lo que

explicaria las asociaciones observadas en este estudio.

Con respecto a los hallazgos del polimorfismo del FXIII(V34L) es importante
pensar en que el cambio de aminoacido esta muy cerca de su sitio de anclaje a
la trombina, por lo que es muy importante en la activacion del factor. In vitro se
ha reportado que el polimorfismo 34L forma coagulos mas estables a la
fibrinolisis endégena.®® Pero que en la clinica es a la inversa, donde el 34V es
el asociado a trombosis e IM 892 Esto se puede explicar debido a 1a interaccion

que tiene el FXIII con fa estructura del coagulo de fibrina y la funcion del Fg.
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Donde altas concentraciones de Fg, en muesiras homocigotos para 34 L,
forman coagulos con permeabilidad incrementada y una estructura mas laxa,
con fibras mas densas que los codagulos formados por las muestras
homocigotos para 34V. Por lo tanto, un efecto protector del FXIII emerge en
presencia de concentraciones de Fg asociadas a riesgo cardiovascular (Figura

33).% En donde el coagulo formado por los niveles elevados de Fg y el alelo

V34 del FXIIl es menos accesible para la fibrinclisis endégena y exdgena.

Tabaquismo
Inactividad fisica § 42

Interaccién
Gen-Ambiente

Fibrinbgeno Fibgeuo
bajo Alto

-Interaceion,

Petfil de bajo riesgo Perfil de alto riesgo
de la funcién de Ia de la funcién de la
estructura de la fibrina estructura de la fibrina

Figura 33.- iInteraccién niveles de Fibrindgeno y el polimorfismo V34L del FXIl. Se
observa un estimulo en el gen del Fg el cual dependiendo de los polimorfismos en su promotor
(-148, 455, etc.) los niveles de fibrinégeno seran bajos o altos. Si son bajos no importa el alelo
que tenga el paciente, la fibrina formara coagulos mas laxos y permeables. Para los niveles
elevados de Fg: en presencia del alelo 34L, la fibrina formara coaqulos laxos y permeables y
con el alelo 34V el coagulo formado es més estable y la permeabilidad se ve disminuida.
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Por otra parte los resultados del polimorfismo PLA2 del Gpllla como marcador
de Isquemia recurrente post-SCA, podria explicarse con el hecho que el
polimorfismo esta en el sitio mas importante de union a Fg, para que se lleve
acabo la adhesién y agregacion plaquetaria.** Esto da pie a pensar que este
alelo da una mayor hiperactividad a las plaquetas, sin embargo recientemente
un estudio in vitro encontré que el alelo PLA2 esté asociado con una deficiencia
en la funcion de éstas.??® Lo cual nos hace suponer, como sucede en la
interaccion FXIIl y niveles de Fg, en la hipétesis de que in vivo la presencia del
alelo PLA2 y niveles elevados de Fg podrian dar cémo resultado una mayor
actividad y estabilidad de las plaquetas con respecto al alelo PLA1. Lo que se

traduce en una mayor trombogenicidad.

Por ditimo, si nos basamos en la teoria de que las personas con una capacidad
fibrinoldtica disminuida estan en un riesgo creciente de un MI, pensariamos que
la disminucién de los niveles plasmaéticos de t-PA, podrian ser un factor de
riesgo, y asi explicariamos en nuestro trabajo que Alu I/l es un marcador de
muerte post- SCA. En contraste, varios estudios han reportado que el genotipo
no correlaciona con los niveles plasmaticos de t-PA.2%%7 La naturaleza de la
insercion de una repeticidon Alu en un intron del gen t-PA, hace dificil pensar que
esta mutacién esté afectando los niveles de la proteina, aunque no puede
hacerse ninguna aseveracion hasta no demostrar si realmente afecta o no los
niveles de la proteina,??® ya que dicho polimorfismo pudiera tener efecto en la

estabilidad y/o procesamiento del mRNA.
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Actualmente se ha demostrado que es mejor medir los niveles secretados de la
proteina (t-PA) por las células endoteliales que medir los circulantes.?*® Debido
a que después de la secrecién del endotelio vascular la actividad del t-PA se
remueve extremadamente rapido de la circulacion por la separacién de la
proteina a través de receptores del higado, asi como por la interaccién con PAI-
1. De modo que las concentraciones sistémicas del t-PA dependen de la
secrecion, separacion y del complejo que forma con el PAI-1. 29 Ademas, el t-
PA es mas potente en la lisis de la fibrina cuando el coagulo ya esta
formado®®'?2 y los niveles de la secrecién por las células endoteliales es

mayor a las que esta circulante.

Dos estudios han encontrado una asociacion entre el polimorfismo Alu /D y la
secrecion de la proteina,zm34 lo cual nos hace suponer que los pacientes con
este polimorfismo tienen una deficiencia en el sistema firbinolitico, lo que a su

vez induciria a una respuesta ineficiente a una trombosis aguda.

Por tanto, paralelamente al concepto establecido de «placa vulnerable» o de
«alto riesgo», se puede establecer el concepto de «sangre vulnerable» o de
«sangre de alto riesgo» para referirnos al estado pretrombético asociado a la
presencia de polimorfismos en los genes de las proteinas que participan en la
hemostasis. Estos factores son capaces de iniciar el proceso aterotrombotico
produciendo disfuncion endotelial y activando los procesos inflamatorio y

trombédtico.
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CAPITULO VIl

CONCLUSIONES

De los resultados aqui presentados, se pueden derivar las siguientes

conclusiones:

v Los antecedentes familiares (diabetes, SCA y hipertensién), tabaquismo,

dislipidemia son factores de riesgo de enfermedad coronaria.

v El fibrinégeno, Leucocitos, Neutréfilos, Creatinina, Fg(-148T y -455A) y

FXII1{34V) son biomarcadores de riesgo de enfermedad coronaria.

¥ Los leucocitos, neutrdfilos, FXIII(34V) y t-PA(Alul/l) son biomarcadores

de riesgo de SCA.

v Los polimorfismos Fg(-148T y -455A) se asocian independientemente a

niveles plasmaticos elevados del Fg.

v Los niveles >450 mg/dl del Fg y >8500 celV/mm® de leucocitos son

marcadores de mal pronéstico de supervivencia en pacientes con SCA.
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La enfermedad mas severa y la carga genética del -148T del Fg y PLA2

del GPllla son marcadores independientes de Isquemia recurrente post-

SCA a seguimiento de un afio.

La FE reducida y el polimorfismo Alu I/l del t-PA son marcadores

independientes de muerte post-SCA a seguimiento de un afio.

La carga genotipica del polimorfismo Fg(-148T) es un biomarcador

independiente de EAT.

En conclusion, todos estos marcadores clinicos, bioquimicos y genéticos
en conjunto podrian ser dtiles para una mejor estratificacion de riesgo de
enfermedad coronaria y de mala evolucion de los pacientes post-SCA en
nuestra poblacién. Ademas proporcionan la base para buscar
marcadores de resistencia a tratamiento en los pacientes con

enfermedad coronaria.
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CAPITULO IX

PERSPECTIVAS

e Con base a los resultados encontrados en esta investigacién, es primordial

determinar niveles plasmaéticos de RCP aitamente sensible, IL-6 y t-PA, para
correlacionar los hallazgos genéticos encontrados con los fenotipos, como

se realizé con el Fg.

Analizar un mayor numero de pacientes con SCA para poder tener mayores
cifras de pacientes en cada uno de los eventos adversos y poder establecer
modelos de riesgos para re-lAM y Choque, ya que en este estudio no se
pudieron realizar, debido al nimero tan reducido de casos en cada uno de

estos eventos adversos.

» Analizar estos polimorfismos en otras poblaciones mexicanas para ver su

comportamiento y establecer si funcionarian como marcadores de eventos

adversos y mal pronéstico.

e Analizar las otras rutas metabdlicas involucradas en la patofisologia de la

enfermedad, como las que implican genes que participan en la disfuncién
endotelial e inflamacion, para poder generar un cardiograma genético de

riesgo para la enfermedad coronaria de la poblacion mexicana.
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* Y por dltimo se necesita que la deteccién de los polimorfismos analizados en
este estudio y que fueron estadisticamente significativos se realicen con una
metodologia que permita la identificacion rapida de los poliorfismos, como es

la tecnica con sondas TagMan (Q-PCR).
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ANEXO |

e Forma de consentimiento
informado

e Cuestionario
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CENTRO MEDICO DEL NORTE
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

INFORME DE CONSENTIMIENTO

. PROTOCOLO
MARCADORES GENETICOS EN SINDROMES CORONARIOS AGUDOS Y SU

RELACION CON EVENTOS CARDIOVASCULARES ADVERSOS

INVESTIGADOR: Dr. Carlos Jerjes Sanchez D

INSTITUCION:  Hospital de Enfermedades Cardiovasculares y del Térax
Centro Médico del Norte. IMSS.
Av. Lincoln y Patrimonio Familiar
Monterrey, NL.
Tel. 399-4300

INTRODUCCION:

L Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion clinica, que se
llevara a cabo bajo la supervisién del Dr. Carlos Jerjes y un grupo de médicos
del Hospital de Enfermedades Cardiovasculares y del Térax num. 34 del IMSS

2, Estoy enterado de que durante mi estancia en el servicio de urgencias se tomarén
muestras de sangre para intentar determinar algunas substancias que podrian ser
dtiles para entender mejor las enfermedades cardiovasculares.

3. Estoy consciente que estas muestras se toman en forma cotidiana a todo paciente
que ingresa con una enfermedad cardiaca como la mia y que no representa
ningin riesgo, no retrasa mi tratamiento y no interficre en la evolucion de mi
enfermedad

Este estudio y sus procedimientos me han sido explicados a mi entera satisfaccién, en mi
propio idioma, y se me ha proporcionado una copia de este informe de consentimiento,
He tenido la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas a mi entera
satisfaccion. Por lo tanto e decidido participar voluntariamente en este proyecto.
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Nombre y firma del paciente

Domicilio

Firma del Investigador (o quien él designe)

Firma de un Testigo (1)

Firma de un Testigo (2)

L ha

C.ls lgaCammAvlla

Fecha

Teléfono

Fecha

Fecha

Fecha
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PROTOCOLO:

MARCADORES GENETICOS EN SINDROMES CORONARIOS AGUDOS Y SU RELACION

CON EVENTOS CARDIOVASCULARES ADVERSOS

Clave del Paciente:
Fecha:

Nombre del Paciente:

Cedula

Sexo: Edad: Peso:::: Talla:

Direccion:

Teléfono:

Teléfono de amigo:

MOTIVO DE INGRESO:

Angina inestable:

1AM previo:

Angina cronica;

Sano:

Lugar de envio y tratamiento:

ANTECEDENTES HEREDO FAMILIARES

Antecedentes de SCA (SI) (NO) Quién:

Diabetes Quién:

Hipertension Quién:

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Tabaquismo (NO) (SI) N° de afios N° de cigarrillos/dia Activo (SI) Inactivo desde
hace
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Enfermedad

Aflo de Diag@stico

Tratamiento

Evolucion

Respuesta

Diabetes

Hipertension

Tabaquismo

Dislipidemia

Mengopausia

Artritis reumatoide

Obesidad

Sedentarismo

Otras

COMENTARIOS:

DIAGNOSTICO

SCA desnivel neg del segmento ST
SCA con elevacion del segmento ST:

Infarto anterior:

Infarto inferior:

Ventriculo derecho:

Kill y Kimball:

CUADRO CLINICO
Angina:

Presion arterial:

Equivalente:

Clase funcional:

Frecuencia Cardiaca:

Soplo:

Crepitos:

ECG
Normal:

ISQ Subepicardio:

< SST:

>SST:

Ritmo sinusal:

S3:

ISQ Subendocardio:

Anterior:

Inferior;

Arritmina:

Bloq de Haz de Hiss:

QS:

111




PRUERAS BIOQUIMICAS

Card;

" M en C. Luk Miguel Canseco Avila

Generales:

Normal

Resultado

HB

HTO

Glucosa

Colesterol

Coagulacidén

Antitrombina Il

80-120%

Proteina C activa (PC)

60-140%

Proteina S

60-140%

Resistencia a la proteina C

(RPC) | >2.0

Fibrinogeno

<350 mg/dl

TP

IrT

Plaquetas

Fibrinolisis

Plasminogeno

80-120%

Alfa2-antiplasmina (A2AP)

80-120%

Inflamacion

Leucacitos

<9,000

Proteina C Reactiva (PCR)

<3 mg/dl

Linfocitos (%)

Monoclitos (%)

Necrosis:

CPK

CPK-MB

Funcion renal:

Creatinina

Urea

ECOCARDIOGRAFIA
DDVI:

DSVI:

FE:

DISF/DIAST:

OTROS:

CATETERISMO
CATT:

VASOS:

TCI:

DA:

CD:

CX:

Obstruccion menor 70%:

D2VI:

Otros:

Obstruccidn mayor 70%:

TRATAMIENTO
ESTABLECIDO:
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EVOLUCION | Hospit. | 30 | 90 150 210 270 330 360
Angina rec.
IAM/RE-IAM
CHOQUE
ARRITMIA
ACTP

QX REVASC
DEFUNCION

DIAS-Esta Hospit: DIAS Unid Cuida Coro:
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Reacciones de las digestiones de los PA de los genes:

Con respecto a las condiciones de los corte enzimaticos, estos fueron muy
variados con respecto a lo planteado en un principio, ya que para cada
polimorfismo las concentraciones Optimas de los reactivos de corte y de la
enzima fueron diferente para cada uno de ellos.

Digestién de los fragmentos del Fg:

Reaccion de digestion para los polimorfismos 455 G/A y 148 C/T.

Reactivos Volumen pl
PA . 10 pl
NEB2 10X 2.5 ul (1.6X)

Hae lll o Hind Ill 0.5 ul (0.67U)

H20 miliQ 2.0pl

Volumen final 15 ul

Las enzimas estaban a una concentracion de 20 U/ul. Las reacciones se
incubaron a 37°C (12 hrs). Las enzimas se inactivaron a 65°C (Hae Ill) y a
80°C (Hind Iil) por 20 min.

Reaccion de digestion para el polimorfismo +1689 T/G.

Reactivos Volumen pl
PA 10 pl

NEB4 10X 1.5 pl (1X)
Avall 0.6pl (0.6V)
Hz0 miliQ 29 ul

Volumen final 15 ul
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La enzima estaba a una concentraciéon de 15 U/pl. La reacciones se incubaron
a 37°C (12 hrs) y la enzima se inactivd a 65°C (20 min).

Reaccion de digestién para el polimorfismo Taq .

Reactivos Volumen pl
PA 10 pl
NEB2 10X 1.5 pl (1X)
Msp | 0.3 ul (0.4U)
BSA 100X 1.5 ul (10X)
H20 miliQ 1.7ul

Volumen final 15 ul

La enzima estaba a una concentracion de 20 U/ul. La reacciones se incubaron
a 65°C (12 hrs) y se inactivaron a 80°C (20 min).

Reaccion de digestion para el polimorfismo Bcl-1.

Reactivos Volumen !
PA 20 pl
NEB3 10X 2.5 pl (1X)
Bcl-1 0.5pl (0.4U)
H,0 miliQ 2.0l

Volumen final 25 ul

La enzima estaba a una concentracion de 20 U/ul. La reacciones se incubaron
a 50°C (12 hrs).
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Digestion del polimorfismo G1691A:

Reaccion de la digestion para el polimorfismo G1691A.

Reactivos Volumen pl

PA 10wl

NEB2 10X 2.5 ul (1.7X)
Mni | 0.6 ul (0.2U)
BSA 100X 1.0 pl (6.7X)

H20 miliQ 0.9l

Volumen final 15 ul

La enzima estaba a una concentracion de 5 U/ul. La reacciones se incubaron a
37°C (12 hrs) y se inactivd a 65°C (20 min).

Digestion del polimorfismo R353Q:

Reaccion de la digestion para el polimorfismo R353Q.

Reactivos Volumen pl
PA 10wl

NEB2 10X 2.5 pl (1X)
Msp | 0.5 pl (0.5U)
H,0 mifiQ 7ul

Volumen final 20 pl

La enzima estaba a una concentraciéon de 20 U/yl, La reacciones se incubaron
a 37°C (12 hrs) y se inactivé a 65°C (20 min).
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Digestién del polimorfismo G20210A:

Reaccién de digestion para el polimorfismo G20210A.

Reactivos Volumen pl
PA 10 ul

NEB3 10X 2.5 pl (1X)
Hind It 0.3ul (0.4V)
H20 miliQ 22pl

Volumen final 15 ul

La enzima estaba a una concentracion de 20 U/ul. La reacciones se incubaron
a 37°C (12 hrs) y se inactivo a 65°C (20 min).

Digestion del polimorfismo PLA1/PLA2:

Reaccion de digestion para el polimorfismos PLA1/PLA2.
Reactivos Volumen pl

PA 10
NEB3 10X 2.5 pl (1.25X)
Msp | 0.3ul (0.3U)

H20 miliQ 72l

Volumen final 20 pl

La enzima estaba a una concentracién de 20 U/ul. La reacciones se incubaron
a 37°C (12 hrs). La enzima se inactivo a 65°C (20 min).
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Digestién de los polimorfismos G1059C y -717A/G:

Reaccidn de digestién para el polimorfismo G1059C.
Reactivos Volumen pl

PA 20 pl
Buffer Maelll  12.5 pl (1.25X)
Mae Il 0.5y (0.07U)

Hz0 miliQ 2ul

Volumen final 35 pl

La enzima estaba a una concentracion de 5 U/ul. La reaccion se incubé a 55°C
(12 hrs).

Reaccién de digestion para el polimorfismo -717A/G.

Reactivos Volumen pl
PA 10 pl

Neb 4 2.5 ul (1X)
Sac Ii 0.5pl (0.4V)
H20 miliQ 12 pl

Volumen final 25 ul

La enzima estaba a una concentracion de 20 U/ul. La reaccion se incubd a
37°C (12 hrs) y la enzima se inactivé a 65°C (20 min).
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