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GLOSARIO

e DM2 ...t Diabetes mellitus tipo Il

e EDRF....................Factor relajante derivado de endotelio

e eNOS.........ceiiinnn. Sintasa de Oxido Nitrico endotelial

e HTAS............oo.. Hipertensién Arterial Sistémica

o IAM ... Infarto agudo al miocardio

e IAMCEST............... Infarto agudo al miocardio con elevacion del

segmento ST

o INOS.......ocvviii. Sintasa de Oxido Nitrico inducible

e NNOS..........ccivin. Sintasa de Oxido Nitrico neuronal

e NO.......................... Oxido nitrico

e PCR......ccooiiiiiiinn, Reaccion de cadena de Polimerasa

e SMC...ooviiiiiiin. Células de musculo liso

® ST, Segmento ST en el electrocardiograma
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RESUMEN

Antecedentes. El polimorfismo G894T en el gene de la enzima sintasa del

oxido nitrico endotelial, se ha asociado con hipertension arterial y enfermedad
arterial coronaria en diversas poblaciones en todo el mundo, pero los
resultados son contradictorios. El objetivo del presente estudio fue examinar la
posible asociacion del polimorfismo G894T con el desarrollo de infarto
prematuro con elevacién del segmento ST (IAMCEST) en poblacién joven
mexicana.

Métodos. En un estudio de casos y controles se estudiaron 180 pacientes con
diagnéstico de IAMCEST con una edad igual o menor a 45 afos de edad, que
fueron admitidos a la Unidad de cuidados Intensivos Cardiovasculares y 180
sujetos aparentemente sanos que fueron incluidos en el grupo control, los
cuales fueron pareados por edad. Los pacientes y controles fueron recluidos de
Enero del 2006 a Marzo del 2009. En todos los sujetos (pacientes y controles)
se determino el polimorfismo G894T mediante técnica de reaccion de cadena
de la polimerasa- restriccion de fragmentos polimérficos (PCR-RFLP).
Resultados. Se identifico una diferencia significativa en la distribucion entre los
dos grupos (p=0.001). El alelo Asp fue mas frecuente en el grupo de pacientes
(p=0.001). También se identificaron como factores de riesgo independiente: el
alelo Asp (OR 2.2, 95%IC 1.11-3.5, p=0.03), tabaquismo (OR 5.0, 95% IC 3.1-
8-2, p<0.001), enfermedad cardiovascular, OR 3.7, 95% IC 2.0 -4.6, p=0.02), y
dislipidemia (OR 3.4, 95%IC 2.0-6.3, p=0.02).

Conclusiones. El alelo Asp del polimorfismo Glu298Asp representa un factor de
riesgo independiente para infarto prematuro con elevacion del segmento ST

(IAMCEST) en poblaciéon Mexicana.



ABSTRACT

Background. The polymorphism G894T of endothelial nitric oxide
(eNOS) gene has been associated with hypertension and coronary
artery disease in several populations worldwide, but results are still
controversial. The aim of this study was examined the possible
association of the G894T with premature ST elevation myocardial
infarction (STEAMI) in young Mexican population.

Methods. In a case-control study 180 unrelated patients with STEMI

<45 years of age, who were admitted to a cardiovascular intense care
unit and 180 apparently healthy controls matched by age were
recruited from January 2008 and March 2009. The polymorphism
G894T was determined in all participants by a polymerase chain-
reaction-restriction fragment length polymorphism assay (PCR-RFLP).
Results. There was a significant difference in the genotype
distribution between two groups (P=0.001). The allele Asp occurred
more frequently in the patients group (P=0.001). There were
independent factors for STEMI: the Asp allele (OR 2.2, 95%CI 1.1-
3.5, P=0.03), smoking (OR 5.0, 95% CI 3.1-8.2, P<0.001),
hypertension (OR 2.0, 95%CI 1.0-3.5, P=0.03), family history of
cardiovascular disease, (OR 3.7, 95% CI 2.0-4.6, P=0.02), and
dyslipidemia (OR 3.4, 95%CI 2.0-6.3, P=0.02).

Conclusions. The Asp allele from the Gu298Asp polymorphism
represents an independent risk factor for premature STEAMI in

Mexican population.



ANTECEDENTES

DEFINICION:

Se denomina como Infarto agudo al miocardio (IAM) a la muerte
celular de las miofibrillas cardiacas, causada por falta de aporte
sanguineo a una zona del corazén debida a la oclusiéon aguda y total

de la arteria que irriga dicho territorio (1).

EPIDEMIOLOGIA

El IAM es la primera causa de morbimortalidad en el mundo. En los
paises industrializados como Estados Unidos, se presentan mas de un
milléon de individuos con infarto agudo del miocardio (IAM) y es la
primera causa de muerte ocasionando 500,000 decesos por afio (2).
En México la incidencia anual de Infarto agudo al miocardio (IAM) se
estima en 140,000 casos, considerando que por cada fallecido
(35,000), sobreviven 3, siendo las tasas de mortalidad por IAM
estandarizadas por edad mas altas que en Estados unidos y en

Canada lo cual es preocupante. (2-3).

FACTORES DE RIESGO

El IAM es un fendmeno multifactorial, resultado de la interaccion de
factores genéticos y ambientales relacionados con el desarrollo de
ateroesclerosis y trombosis (4,5). El desarrollo del IAM es favorecido
por la presencia de factores ambientales como tabaquismo, habitos
dietéticos, sobrepeso y sedentarismo, asi como, otras condiciones
patolégicas como la hipertension arterial sistémica (HAS), Diabetes

Mellitus (DM2) e hipercolesterolemia, sobre las que se puede
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intervenir para modificar el riesgo de desarrollo de IAM (6-8). (Fig.
1).

OBESIDAD

DISLIPIDEMIAS DIABETES

ENFERMEDADES /_\

ISQUEMICAS GENETICOS

ALCOHOLISMO CARDIACAS

MOLECULAS
INFLAMATORIAS

FACTORES
TROMBOGENICOS

Figura 1. Interaccion de los factores genéticos y ambientales para el

desarrollo de IAM.

FISIOPATOLOGIA

El mecanismo fisiopatoldgico mas aceptado del IAM, consiste en la
erosion o ruptura subita de la placa ateroesclerosa. La placa de
ateroma se inicia por la acumulacién de lipidos dentro de la pared
arterial y simultdneamente se presenta inflamacién endotelial, asi
como reclutamiento de células inflamatorias dentro de la intima del
vaso. Posteriormente, células musculares migran desde la intima
dando origen a una matriz extracelular, densa vy fibrosa,
caracteristica de lesiones avanzadas. En este momento, la placa es
susceptible a ruptura debido a la actividad proteolitica de las enzimas
secretadas por las células inflamatorias sobre la capa fibrosa (9,10).
(Figura 2)
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Figura 2. Formacion de la placa aterosclerosa. Penetracion de las LDL oxidadas e
inicio del proceso ateromatoso con la formacion de las células espumosas
(macrofagos con contenido lipidico en su interior).

Una vez que ha ocurrido la ruptura de la placa, se inician los
procesos de adhesion y agregacién de las plaguetas, formacién de un
tapon plaquetario, se activa el sistema de coagulacién dando origen a
la formacion de fibrina que refuerzan el tapon hemostatico primario
(10-11). Figura 3

WA

A \ ® 1 FIBRINOGENO
PROTROMBINA A W 5

TROMBINA \ COAGULO DE
- FIBRINA

FIBRINA PLAQUETAS

Figura 3. Activacion del sistema de la coagulaciéon sanguinea y generacion
de fibrina, presencia de agregados plaquetarios lo que origina obstruccién

de la luz del vaso mediante la formacion de un trombo.

12



En la fisiopatologia de la trombosis arterial se involucran
interacciones complejas entre la superficie endotelial, las plaquetas y
diversos activadores de la coagulacion. Desde 1856, Rudolf Virchow,
describié tres condiciones fundamentales para el desarrollo de la
trombosis: 1) alteracion del sistema de coagulacidon sanguinea, 2) el
flujo sanguineo y 3) la superficie endotelial del vaso, requiriendo que
estos factores interactuaran entre si para formar un trombo
localizado (10,11). (Fig.4)

Alteraciones del flujo sanguineo/reclogia
fturbulencias, bifurcacionss,
estenosis)

Triada
de
Wirchow

Hipercoagulabilidad Lesidn vascular
{plaguetas, (robura, erosion,
coagulacién, fibrindlisis) calcificacitn)

Figura 4. Interaccién de elementos que favorecen la aparicién de trombosis

arterial.

SINTASA DEL OXIDO NITRICO (NOS).

El endotelio es una linea de células endoteliales que cubre la
superficie de numerosos vasos y otras estructuras; la localizacién
estratégica que ocupa a lo largo de éstos, le permite actuar como un
sensor y modulador en el vaso (11-13).El endotelio sano trabaja para
evitar el desarrollo de ateroesclerosis y sus complicaciones. La

funcion del endotelio humano involucra respuestas vasomotoras y
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ademas incluye marcadores fisioldgicos, bioquimicos y genéticos que

lo involucran con las plaquetas leucocitos y el sistema de coagulacion.

El endotelio tiene un papel clave en la homeostasis mediante la
produccién de numerosos mediadores bioquimicos paracrinos y
autocrinos, con propiedades vasodilatadores y vasoconstrictoras
como el oxido nitrico (NO) llamado inicialmente Factor relajante
derivado del endotelio (EDRF), que es el que mejor se ha
caracterizado. El NO se genera por la conversion de L-arginina a L-
citrulina por la accion de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (14,15). Existen tres isoformas de la enzima oxido nitrico
sintasa (NOS): oxido nitrico sintasa neuronal: nNOS (NOS1), oxido
nitrico sintasa inducible: iINOS (NOS2) y oxido nitrico sintasa
endotelial: eNOS (NOS3). El endotelio sintetiza eNOS, codificada por
el exén 26 q35-g36 localizado en el cromosoma 7 (9). eNOS se
expresa constitutivamente en células endoteliales, células
endocardicas y probablemente en el miocito e interviene en la sintesis
de NO que penetra a las células musculares lisas vasculares que
permiten mantener la relajacion vascular, inhibir la agregacién
plaquetaria (16) y la adhesion de leucocitos y plaquetas al endotelio
vascular (17). Ademas, NO inhibe la proliferacién de las células
musculares lisas, por lo que una disminucion de su produccion
promueve la proliferacion de la neointima endotelial. NnNOS se
encuentra en las terminales nerviosas que liberan norepinefrina. En
respuesta a la inflamacién iINOS es expresada y genera grandes
cantidades de NO independiente de la estimulacién con agonistas y
Ca++.

En los ultimos veinte afios, se ha vuelto evidente la disfuncion
endotelial, donde la disminucién de la biodisponibilidad de o6xido
nitrico endotelial (NO) producido por la sintasa de Oxido nitrico
endotelial (eNOS), tiene un papel crucial en el desarrollo y progresién

de ateroesclerosis. Los progresos hechos para conocer Ilos

14



mecanismos que disminuyen la biodisponibilidad de NO, son: 1.- a
nivel de la regulacion de la expresion del gene de eNOS, 2.- la
actividad enzimatica de eNOS y 3.-la inactivacién de NO. Asi, los
estudios recientes de investigacién estan dirigidos a mejorar la
funcién endotelial sobre I.- la regulacién de la actividad enzimatica de
eNOS vy II.-la inactivacién de NO por el estrés oxidativo (18).

El NO derivado el endotelio, es sintetizado del sustrato L-arginina, via
la eNOS vy juega un papel crucial en la funciéon de un amplio espectro
de funciones en el sistema cardiovascular, incluyendo relajacién
vascular, inhibicidn de la adhesidén leucocitos-endotelio, migracion vy
proliferacion de células del musculo liso (SMC), asi como, la
agregacion plaquetaria. Las lesiones fisicas o bioquimicas del
endotelio, deteriora la funcion de mediadores de proteccién
vasculares, derivados del endotelio, como el NO, produciendo un
incremento de contracciones vasculares, via vasoconstrictores tales
como endotelina-1, tromboxanos y serotonina, que refuerzan la
formacién del trombo y exacerban la produccion y migracién de SMC.
No es sorprendente que la pérdida de la funcidon endotelial esta
asociada con algunas alteraciones cardiacas, incluyendo
ateroesclerosis, la cual se produce debido a un incremento de la
produccion 6 al incremento de la degradacién de NO. Se ha
demostrado que defectos en la funcidn endotelial de NO (disfuncién
endotelial), asociada con los principales factores de riesgo
cardiovasculares (Dislipidemias, DM2, HAS y tabaquismo), tiene un
alto valor de prediccion para la progresiéon de la ateroesclerosis
(11,18).

La produccién reducida de NO se asocia con un incremento del
consumo de oxigeno y se asocia a un cambio del uso de sustratos de

acidos grasos por glucosa en el corazén (19).

La liberacion basal de NO ha sido demostrada en circulacion coronaria
en humanos, como respuesta de estimulo a acetilcolina y serotonina,
los cuales producen vasodilatacion que depende del endotelio en

15



vasos coronarios epicardicos; efecto que se bloquea parcialmente al
usar inhibidores de NOS.

Las células del endotelio que revisten la superficie interna de los
vasos sanguineos producen NO en respuesta a Acetilcolina liberada
por los nervios auténomos que inervan los vasos periféricos. La unidn
de la acetilcolina a su receptor en la membrana de la célula endotelial

produce un incremento de la concentracién del ion Ca*™*

intracelular,
lo que activa a NOS para producir NO a partir de L-arginina el cual
difunde a través de la membrana plasmatica a las células del musculo
liso adyacente donde estimula a la guanilato ciclasa para producir
GMPc a partir de GTP, EI GMPc desencadena la respuesta que
conduce a la relajacién de la célula muscular y la dilatacion

subsecuente del vaso sanguineo.

Comparados con la actividad basal de un sujeto sano, se ha
demostrado que la actividad del endotelio se encuentra disminuida en
sujetos con ateroesclerosis, EI NO tiene un papel clave en la funcién
de las plaquetas y leucocitos humanos, el uso de inhibidores de NOS
produce una disminucion de GMPc en las plaquetas obtenidas de seno
coronario, la liberacién de NO esta disminuido en las plaquetas de
sujetos con angina inestable comparados contra los que tienen
angina estable. La actividad de NO es el resultado de un balance
entre la produccion de NO y su desactivacion por radicales libres de

oxigeno.

La atenuacion del efecto del NO, se puede considerar como una
disfuncion endotelial, lo que puede ocurrir en respuesta a la
ateroesclerosis o factores de riesgo, alteraciones genéticas, de las
gue aun no se conoce mucho, asi como, de la patofisiologia de las

células endoteliales (20,22).

Sin embargo, en aproximadamente un 50 % de los pacientes, los
eventos tromboticos arteriales ocurren sin asociacion a factores de

riesgo conocidos. Actualmente se conocen diversas alteraciones
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genéticas que afectan al sistema hemostatico y al endotelio, los
cuales son llamados polimorfismos y pueden contribuir al desarrollo
del IM (23,24). Es importante identificar la prevalencia de tales
polimorfismos para conocer mejor los mecanismos moleculares del IM
y prevenir el desarrollo de la enfermedad en los familiares de estos

pacientes.

Los primeros datos acerca de la participacién de un componente
genético en el desarrollo de un IM, provienen de estudios realizados
en familiares de pacientes, cuyo riesgo de padecer un IM fue cuatro
veces mayor que en familiares de sujetos sanos (25-27).
Actualmente, el antecedente familiar de infarto al miocardio es un
factor de riesgo independiente (28), y es mayor cuando el IM se

presenta en pacientes jovenes (29).

Los estudios para evaluar la influencia hereditaria de algin genotipo
especifico, son de particular relevancia si se efectian en gemelos y
mas aun si son univitelinos (30). En un estudio con 21,004 parejas de
gemelos, el riesgo para presentar un IM fue significativamente mas
alto en 7,310 gemelos monocigotos, que en 13,694 gemelos
dicigotos. A pesar de que se conoce la participacion genética en el
desarrollo del IM, no se han estudiado las alteraciones que ocurren de
los sistemas de coagulacion vy fibrinolitico y del endotelio que
favorecen el desarrollo de la trombosis arterial, ya que la mayor parte

de los estudios son enfocados a los factores de riesgo clasicos (31).

En la Ultima década se ha presentado un desarrollo importante en la
investigacion molecular, lo que ha permitido identificar la alteracién
en algunos genes (polimorfismos), de las proteinas que constituyen el
sistema hemostatico, las cudles favorecen el desarrollo de
enfermedades trombdticas arteriales. Se denomina como
polimorfismo a una variacidén en la secuencia de DNA (alelo), en un
gene determinado y se presenta en un porcentaje mayor a 1% en la

poblacidon general.
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Entre los diversos polimorfismos asociados a desarrollo de
enfermedad arterial coronaria se encuentran el gene para la enzima
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (32), el gene del factor de la
coagulacion VII (FVII) (33), el gene que codifica para la enzima

metilen tetrahidrofolato reductasa (34).

POLIMORFISMO G894T DEL GEN eNOS EN 1AM.

La enzima oxido nitrico sintasa humana es codificado por un gene de
26 exones en el cromosoma 7. algunos estudios genético clinicos
identificaron diferentes polimorfismos de gene eNOS, que podrian
estar asociados a enfermedad arterial coronaria ateroesclerética
(Garderman et. Al, Jones, et. Al (35-36). Algunos de los
polimorfismos identificados son la sustitucién el G894T en el exén 7,
resultado de la conversion de glutamato a aspartato en la posicién
298 (variante Glu298Asp), es uno de los mas estudiados y se ha
asociado con enfermedad arterial coronaria ateroesclerética en dos
cohortes independientes reclutados del Cambridge Heart
Antioxidantes Studies (CHAOS-I y CHAOS-II) (37). Esta variante
también ha sido asociada con hipertensién (38), disminucién del
desarrollo coronario colateral (39), enfermedad arterial coronaria
(40-43) y respuesta vascular incrementada a la fenilefrina (44).
Diversos estudios han demostrado que la presencia del polimorfismo
en el gene de enzima eNQOS, producido por el cambio de una base de
guanina por una de timina (G894T), lo que se traduce por una
substitucion de un aminoacido de glutamina por una asparagina a la
posicién 298 en la molécula de dicha proteina. Dicha substitucién
promueve el rompimiento de la enzima en esta posicidn
disminuyendo su funcion (45). Este polimorfismo esta asociado con
disfuncién endotelial en pacientes con enfermedad arterial coronaria
(46), hipertension esencial (38) e IM (47-50). Ademas se ha
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demostrado que dicho polimorfismo afecta la respuesta vascular
endotelial ante un incremento del estrés oxidativo en sujetos
fumadores asi como, una asociacién en el desarrollo del IAM en
algunas poblaciones y se ha asociado con un incremento en el riesgo
de vaso espasmo coronario e infarto al miocardio en poblacién

japonesa (51).

Para determinar si el polimorfismo G 894 T se relaciona con el riesgo
de infarto agudo al miocardio, aterogénesis, estenosis del Stent,
Andrikopoulos y cols. (52) se realizaron un estudio multicéntrico en
la poblacion griega en 1602 pacientes consecutivos, con el
diagnodstico de infarto agudo al miocardio y con 762 controles sin
infarto agudo al miocardio, se les investigd el polimorfismo G 894 T.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
frecuencia de los alelos, y tampoco se encontrd diferencias entre los
factores de riesgo coronario mayores, en el modelo de regresion
logistica, el polimorfismo no fue asociado a mayor riesgo de infarto
agudo al miocardio. La posesion de este polimorfismo no tuvo una

asociacion estadisticamente significativa con mortalidad.

Vasilakou y cols. (53) Realizaron otro estudio independiente en la
poblacién griega en el cual buscaron asociacién entre en polimorfismo
Glu298Asp sin encontrar relacion con el infarto agudo al miocardio

prematuro.

Colombo y cols. (54) realizaron un estudio de casos y controles en la
poblacién italiana con 268 pacientes consecutivos con cardiopatia
isquémica y se compararon con pacientes sin cardiopatia isquémica.
Se les tomd muestra sanguinea para determinacion de polimorfismo
Glu298-Asp en el exdén 7 del gen de eNOS. Se demostré en este
estudio que el polimorfismo Glu 298-AS en el exén 7 fue asociado

significativamente con la presencia de cardiopatia isquémica.

Para demostrar el efecto de los portadores del polimorfismo en la

produccién de 6xido nitrico y en el tono vascular Malhotra y cols. (55)
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estudiaron 497 adultos jovenes, con un promedio de edad de 18.5
anos, los cuales fueron sometidos a stress con un videojuego, se les
midié la presién arterial, el tono vascular, y se determind el
polimorfismo G 894T. En este estudio se encontrd diferencias
estadisticamente significativas p<0.01 en cuanto a sexo. Los
hombres tuvieron significativamente la presion arterial mas alta que
las mujeres, no se encontraron diferencias en relaciéon a grupo étnico,

edad y/o obesidad.

Casas y cols. (56) escribieron un articulo de revisién de los
polimorfismos relacionados con enfermedad cardiovascular vy
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de los alelos
Asp298 y T786C por grupos étnicos entre Asiaticos, Hispanicos y
Amerindios, concluye que es necesario realizar mas estudios del

polimorfismo en estas poblaciones.

Granath y cols. (57) estudiaron los polimorfismos 4ab, G894T, y
T786C en sujetos caucasicos australianos, y no encontraron ninguna
relacion de estos polimorfismos con la enfermedad arterial coronaria

en su poblacion.

En un estudio hecho por Vargas y cols. sobre el polimorfismo de
G894T en diferentes poblaciones indigenas mexicanas (Mestizos,
Huastecos, Mayas y Mayos), obtuvieron diferencia entre los alelos
homocigotos Glu/Glu, heterocigotos Glu/Asp y homocigotos Asp/Asp
entre los grupos Mestizos y Huastecos comparados contra Mayas y
Mayos, encontrando una menor cantidad del alelo heterocigoto en los
grupos de Mayas y Mayos, y al compararlo con otros grupos
caucasicos y asiaticos, estos resultados eran similares entre los

grupos Mayas / Mayos y el japonés (58) (Tabla 1)
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Distribucion genotipica y frecuencia alélica del
polimorfismo Glu298Asp (eNOS) en varias
poblaciones indigenas mexicanas.

Poblacion Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp Glu Asp

Mestizo | 126 04 (74.6% | 30(23.8%) | 2(16% | 218 (86.5% | 34 (13.5%)

Huasteco 50/(76.9% | 15(23.1% | 0(0.0% | 115(88.5% | 15(115) | 130
Maya 23(88.5% | 3(115% |0(00% | 49(942% |3(5.8%
Mayos 64(83.1%) | 13(16.9%) | 0(0.0% | 141(92.0% | 13 (8.0%

Rosas-Vargas H y cols. Human Biology. Febrero 2003; 75(1): 91-96

Tabla 1. Distribucion genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo

Glu 298 Asp (eNOS) en varias poblaciones indigenas mexicanas.
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Frecuencia de alelos del polimorfismo
Glu298Asp (eNOS) en varias poblaciones

Mestizos 126 0.86 : Rosas-Vargas y
Mexicanos cols (2003)

Huastecos 65 0.88 ; Rosas-Vargas Y.
mexicanos cols (2003)

Viayas 26 0.94 Rosas-Vargas y.
mexicanos cols (2003)
Mayos 77 0.92 Rosas-Vargas y.
mexicanos cols (2003)
Caucasicos 138 ; Hingorani y cols
ingleses 1999

Caucasicos : : Cai y cols 1999
australianos

Asiaticos [0) Yoshimuray cols
japoneses 1998

Rosas-Vargas H y cols. Human Biology. Febrero 2003; 75(1): 91-96

TABLA 2 Comparacion de las frecuencias alélicas obtenidas en

poblacion mexicana comparadas con otros grupos a nivel mundial.

Casas et. Al realizaron un meta-analisis para determinar si el polimorfismo
de la enzima sintasa de 6xido nitrico endotelial se asocia con el incremento
en la susceptibilidad para desarrollar ateroesclerosis independientemente
de los cambios de presidn arterial y obtuvieron de 16 articulos de revistas
indexadas, con 6, 036 casos y 6,106 controles encontrando diferencias
significativas en los individuos con polimorfismo GIu298Asp entre diferentes
grupos étnicos, asidticos 7.6 % vs no asiaticos p< 0.0001 (caucasicos,

negros, latinos). (59)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El infarto agudo al miocardio es una de las causas mas importantes
de morbimortalidad en el mundo y en México, constituyendo uno de
los problemas mas importantes de salud publica. Aunque existen
factores de riesgo ampliamente aceptados para cardiopatia
isquémica, la mitad de los pacientes no tienen factores de riesgo

conocido.

Si el 6xido nitrico es clave en el adecuado funcionamiento endotelial y
si la reduccidon en la enzima eNOS ocasiona disminucién en su
produccién debido al polimorfismo G894T (eNOS), entonces la
presencia del polimorfismo G894T (eNOS) se asociard a incremento

de la prevalencia de infarto agudo al miocardio.

Se ha determinado este polimorfismo en algunas razas, con
resultados contradictorios, aunque en México se ha determinado ya
el polimorfismo G894T (eNOS) en algunas poblaciones de indigenas

sanos, no se ha estudiado aun en pacientes infartados

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.- (Existe asociacion entre el polimorfismo G894T en el gene de la
enzima sintasa del oxido nitrico endotelial (eNOS), con el infarto

agudo del miocardio?

23



OBJETIVO
GENERAL:

1.-Determinar si existe asociacién entre el polimorfismo G894T en el
gene de la enzima sintasa del éxido nitrico endotelial (eNOS) con el

infarto agudo al miocardio.

HIPOTESIS

Existe asociacién entre el polimorfismo (G894T) en la enzima eNOS

con el infarto agudo al miocardio.

MATERIAL Y METODOS.
DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

Se realizara un estudio Observacional,
Método de observacion: Longitudinal
Tipo de analisis: Comparativo
Temporalidad: Retrospectivo

Tipo de Disefio: Casos y controles.

UNIVERSO:

Se estudié una muestra de expedientes y pacientesque ingresaron al
Hospital de Especialidades del centro médico la Raza y del Hospital

General Regional No.1 “Dr. Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro”
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durante los meses de Enero del 2007 a Marzo del 2010 a quienes se

le diagnostico infarto agudo al miocardio.
MUESTRA

Se formd una muestra de los pacientes consecutivos ingresados al
hospital con diagndstico de Infarto Agudo al Miocardio que cumplieron
con los criterios de inclusiéon hasta completar el nimero de casos

requeridos para la muestra (muestreo por cuota).

Simultaneamente se eligieron individuos sanos que cumplieron con
los criterios de inclusion para formar el grupo de comparacion, y se

emparejaron por edad y sexo.

Se obtuvo de los expedientes historia clinica completa la cual incluyo
antecedentes familiares de cardiopatia isquémica e infarto,
antecedentes patoldgicos como diabetes mellitus, hipertension
arterial sistémica, tabaquismo, hipercolesterolemia, sedentarismo, se
registré indice de masa Corporal. Se obtuvieron niveles de glucosa,

colesterol.

CRITERIOS DE INCLUSION PARA GRUPO DE CASOS

Fueron incluidos pacientes, con diagnodstico de egreso de Infarto

Agudo al Miocardio,

Procedentes de la Unidad Coronaria del Hospital de Especialidades
Centro Médico La Raza y de la Unidad Coronaria del Hospital de del
Hospital General Regional No.1 “Dr. Carlos Mac Gregor Sanchez

Navarro
Edad de 20 a 45 afos
% Masculinos y femeninos.

% Que el diagndstico de infarto agudo al miocardio estuviera bien

documentado en el expediente y que fuera establecido con
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criterios clinicos, electro cardiograficos y enzimaticos, vy
corroborado por ecocardiografia, y/o angiografia. Estos criterios se

muestran en el Anexo 1 (21).

e Que firmen carta de consentimiento informado.

e Que sean mexicanos, hijos de padres mexicanos.

CRITERIOS DE INCLUSION PARA EL GRUPO 2.

Pacientes masculinos y femeninos de 20 a 45 anos de edad,
gue ingresaron a nuestras unidades por una causa diferente al
infarto agudo al miocardio 6 cardiopatia isquémica y los cuales

tenian:

-Electrocardiograma de doce derivaciones sin evidencia de

isquemia.

-Ausencia de dolor precordial, 6 cardiopatia conocida.

-Que firmen carta de consentimiento informado.

-Que sean mexicanos, hijos de padres Mexicanos.
CRITERIOS DE NO INCLUSION PARA AMBOS GRUPOS

* Pacientes con antecedentes de abuso de drogas, como cocaina

» Pacientes que empleen medicamentos como esteroides vy
AINES

pacientes con enfermedades inmunoldgicas como Sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos, primario é secundario. Trombofilias,
sindromes de hipercoagulabilidad, neoplasias.

Pacientes con antecedentes de cardiomiopatia en cualquiera de

sus variantes.
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Valvulopatia cardiaca o cardiopatia congénita.

< CRITERIOS DE EXCLUSION

No aplican

o METODO

Se obtuvo una muestra de 10 mL de sangre venosa, en cada
individuo, se purific6 el DNA genémico por un equipo comercial
(Qiagen QIAamp DNAMini Kit), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La genotipificacién del polimorfismo GIlu298Asp de la
sintasa de oOxido nitrico endotelial (eNOS) de cada individuo se
analizd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), seguido de
digestion con enzimas de restriccion (Ban Il y Mbol). La secuencia de
los iniciadores que se usaron para la amplificacién fueron: Sentido:
5'-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3' y Contrasentido: 5'-
AGTCAATCCCTTTGGTGGTCAC-3'.

La prueba de PCR se realizé con: 200 ng de ADN gendmico, 10 pM de
cada iniciador, 0.2 mM de dNTP, 3.0mM de cloruro de magnesio, 1.0
U de pfu DNA polimerasa, en un volumen final de 50 [CIL. Las
condiciones térmicas consistieron en desnaturalizacion a 96°C por 30
s, alineacidén a 60°C por 30 s y una extensién a 72°C por 30 s, por un

total de 30 ciclos.

El producto de de PCR se dividid en dos partes, para someterse a
un proceso de digestion con las endonucleasas Banll y Mbol
respectivamente durante 16h a 37°C. Banll rompié el producto
de PCR de 206 pb en dos fragmentos de 124 pb y 82 pb en
presencia de una G en el nucledtido 894 (que corresponde al alelo
Glu298), pero no en su ausencia. Como complemento Mbol
generard dos fragmentos de 119pb y 87 pb en presencia del

nucleétido T en posicién 894 (que corresponde al alelo Asp298),
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pero no en su ausencia. Los productos de la digestion se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2 % vy se tifieron

con bromuro de etidio. Anexo 2.

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE:

1. Presencia del polimorfismo G894T en el gen de la eNOS

a) Definicion Conceptual: Variacién en la secuencia de ADN en el gen
de la eNQOS, el cual consiste en una substitucién de un Guanina por
Timina en el nucledtido 894.

b) Definicion Operacional: es la presencia de la variacién en la
secuencia del ADN, el cual ocurre en mas del 1% de la poblacion
caracterizado por el cambio del nucledtido Guanina por uno de
Timina en la posicion 894.

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotdmica

e) Unidades de Medicién: presente/ ausente

VARIABLE DEPENDIENTE:
Pacientes con Infarto Agudo al Miocardio

Definicion Conceptual: Muerte celular de las miofibrillas causada por

falta de aporte sanguineo a una zona del corazén.

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

criterios de inclusién).
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Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal

Unidad de Medicion. Dicotdmica. Presente 6 ausente

VARIABLES CONFUSORAS

Sexo y edad.
Dado que el infarto es mas comudn en hombres, e incrementa su

frecuencia a mayor edad, se emparejaron por sexo y por edad

Hipertension arterial sistémica

a) Definicion Conceptual: elevacién de la tension arterial sistélica >de
140 mmHg o de la tensidon arterial diastdlica >90 mmHg en
mediciones repetidas, o bien cifras de tension, arterial normal, pero
bajo tratamiento antihipertensivo.

b) Definicion Operacional: es la presencia de diagndstico previo o
durante la revision de cifras de tensidn sistdlica igual o mayor a 140
mmHg o diastdlica igual o mayor a 90 mmHg en mediciones repetidas
o bien cifras de tension arterial normales pero bajo efecto de
tratamiento antihipertensivo.

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicidon: nominal, dicotdomica

e) Unidades de Medicién: Presente/ausente

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

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

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotomica

e) Unidades de Medicién: Presente/Ausente

Dislipidemia

a) Definicidon Conceptual: estado de desequilibrio entre el aporte y la
demanda de oxigeno en tejido miocardico que condiciona isquemia
tisular con presencia de lesiones aterotrombdticas obstructivas.

b) Definicién Operacional:

Colesterol igual 6 mayor a 220 mg/dl y triglicéridos igual 6 mayores a
180 mg/dl

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotomica

e) Unidades de Medicién: Presente/Ausente

Tabagquismo
a) Definicion Conceptual: consumo de tabaco en cualquier época de

la vida de por lo menos un cigarrillo por dia durante un afo, o bien la

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

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotomica

e) Unidades de Medicién: Presente /Ausente

Obesidad

a) Definicién Conceptual: Peso corporal secundario al acumulo de
tejido adiposo que confiere un indice de masa corporal >30m?
superficie corporal.

b) Definicion Operacional: estado de desequilibrio entre el aporte y la
demanda de oxigeno en tejido miocardico que condiciona isquemia
tisular

c) Tipo de Variable: cualitativa

d) Escala de Medicién: nominal, dicotdmica

e) Unidades de Medicién: Presente/Ausente

Las variables confusoras, dado que intervienen el infarto agudo al
miocardio se emparejaron por sexo y por edad, y se midié su
asociacién con el polimorfismo, las que resultaron ser significativas
se le sometieron a un analisis multivariado del tipo regresién

logistica.

TAMANO DE LA MUESTRA

Dado que no existen estudios en México que informen sobre la
prevalencia del polimorfismo G894T de eNOS (ya que los que existen
s6lo se concretan a poblaciones indigenas puras y sanas), Se realiz6
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un estudio piloto,

sujetos sanos y 40 de pacientes con

para determinar el polimorfismo G894T de eNOS
en 40 pacientes con infarto agudo al miocardio, y 40 muestras de
infarto, encontrando una

distribucion genotipica del polimorfismo como sigue:

n | Glu/Glu | Glu/Asp | Asp/Asp
Control |40 |34 6 (15%) | 0 (0%)
(85%)
Casos 40 | 30 10 0 (0%)
(75%) (25%)

Se obtuvo un tamafio de muestra en base a proporciones, con un

valor de a de 0.05, con un valor de B 20%. Para 2 colas

n= (p1gi1 + p>g 2 (K)

(P1 -9 2°
Dénde: Substituyendo:
a= 0.05

p1i= .75

n=60 pacientes

n= {(.75) (.25)+ (.75) (.25)} (8.6) n=_60

qi=. .25
por grupo

(.75 - .25)°

p2= .75

q: = .25.

TOTAL DE PACIENTES: 60 PACIENTES POR GRUPO, TOTAL 120
PACIENTES.
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ANALISIS ESTADISTICO Los datos se presentaron con medidas de
resumen y tablas de frecuencia simple. El andlisis entre los grupos se
presentd en una tabla, estableciendo un anélisis de Odss. Se calculd
la frecuencia y se utilizd una ji al cuadrado.

Las variables que resultaron ser significativas y que tuvieron entre si
una alta correlacion se sometieron a un analisis multivariado a fin de
encontrar la mejor explicacion para la variabilidad encontrada.

Todas las pruebas se realizaron con un limite de confianza del 95%.

CONSIDERACIONES ETICAS:

Con relacién a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les explicé

El estudio y se les entregd la hoja de consentimiento informado
antes de ser incluidos en el estudio. Se realizé conforme a los
lineamientos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial, sobre los Principios Eticos para la Investigacién Médica que
involucra sujetos humanos, adoptada por la 182 Asamblea Médica
Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japén 1975.
Este estudio tiene un riesgo menor al minimo. Se obtuvieron
muestras sanguineas venosas al encontrarse clinicamente con
estabilidad hemodinamica. Al obtener muestras sanguineas venosas
se produjo en algunos pacientes una equimosis en el brazo lo cual
se controld con presion local. La carta de consentimiento informado

se encuentra en el Anexo
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RESULTADOS:

Las caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes y controles se
describen en la tabla 3. Todos los sujetos participantes (pacientes y controles)
eran Mestizos- Mexicanos. Se estudiaron un total de 180 pacientes todos ellos
menores de 45 afios de edad, con diagnostico de IAMCEST y 180 sujetos sin
diagndstico de IAMCEST pertenecientes al grupo control, los cuales fueron
pareados por edad y sexo. El indice de masa corporal fue similar entre ambos
grupos (p=0.50). La frecuencia de factores de riesgo fue mayor entre el grupo
de pacientes, entre los cuales se asociaron diabetes mellitus (28.8% vs. 13.8%,
OR 2.52;95% IC 1.4-4.4, p=0.001), hipertension (36.1% vs. 14.4, OR 3.3; IC
95% 1.9-5.7 p<0.001), tabaquismo (70.5% vs. 21.6, OR 6.6; IC 95% 4.0-10-
74), p<0.0001), dislipidemia (54.4% vs. 21.6%, OR 4.3; 95% IC 2.6-7.0,
p<0.0001) y el antecedente de historia familiar de enfermedad arterial coronaria
(40% vs. 15.5%, OR 3.6; IC 95% 2.1-6.1, p<0.001).

En la Tabla 4, se muestran la distribucion genotipica del alelo G894T de eNOS
y la frecuencia alélica grupo de pacientes y del grupo control. Se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en la distribucion genotipica entre los
dos grupos (p=0.001). En el grupo de los pacientes con IAMCEST 57.8% fue
homocigoto para el alelo G, 34.4% fue heterocigoto G/T y 57.8% fue
homocigota para el alelo Asp. La distribucion genotipica en el grupo control fue
de 74.5% de homocigotos, 23.3% heterocigoto G/T y T/T 2.2%.El alelo T fue
mas frecuente en el grupo de pacientes comprado con el grupo control
25.0%vs13.8%, p=0.001- El analisis univariado identifico el alelo T como factor
de riesgo para IAMCEST (G/T y T/T) comparado con los portadores
homocigotos G/G, OR 2.13 (95%IC 1.33-3.41, p=0.001).

Para evaluar el impacto del polimorfismo G894T en los pacientes con
IAMCEST, se combinaron los sujetos homocigotos T/T y heterocigotos T/G
debido a que el genotipo T/T fue muy bajo en ambos grupos.

No se encontraron diferencias significativas entre los portadores de ambos
alelos en términos del porcentaje de la fraccion de expulsion del ventriculo

derecho (FEVI) (p=0.43). El alelo homocigoto para G tuvo un valor medio de la
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concentracién de creatininfosfocinasa 10244248 U/L, mientras que los
portadores del alelo T fue de 1916+316 U/L (p=0.01). Los portadores del
genotipo G/G tuvieron una concentracion menor de troponina | (Tnl) de 12.4+
9.8ng/dL, mientras que los portadores del alelo T (T/T+G/T) fue de
19.0+12.6ng/dL (p=0.03). Con respecto al estado inflamatorio, la concentracion
de fibrinbgeno fue mayor en los portadores del alelo T 499+152mg/dL
comparados con los homocigotos para G (G/G), 406+146.7mg/dL (p=0.2). La
cuenta leucocitaria de los sujetos portadores del alelo T fue 11,117 +2669u L y
10428+2584 para los homocigotos del alelo G (G/G). No se encontr6 diferencia
en el porcentaje de la angioplastia coronaria transluminal percutdnea (ACTP)
realizadas entre ambos grupos (p=0.9) (Tabla 5). El analisis de regresion
logistica multivariado identific6 como riesgos independientes dislipidemia,
tabaquismo, el alelo T, hipertension, historia familiar de enfermedad arterial

coronaria (Tabla 6).

500pb—>

200pb—>

100pb —
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DISCUSION

El oxido nitrico posee propiedades anti-aterotromboticas, por lo que una
disminucién en su concentracion favorece el desarrollo del proceso aterogénico
(60). Debido a lo anterior, el gen que codifica para la enzima del oxido nitrico
endotelial (eNOS) se ha identificado como un gene involucrado en el desarrollo
de la enfermedad arterial coronaria. Diversos estudios han demostrado una
correlacion entre la presencia del polimorfismo G894T y el desarrollo de
enfermedad cardiovascular en diferentes poblaciones (35,40-42, 49, 50, 54,61).
Sin embargo, solo pocos estudios se han llevado a cabo en individuos jovenes,
en los cuales el componente genético se ha demostrado es méas relevante
(35,40). En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que analiza la
posible asociacion entre la presencia de IAMCEST en individuos jévenes en
México. En el presente estudio se identificé que el genotipo TT es un factor de
riesgo independiente para el desarrollo prematuro de IAMCEST en los
pacientes < de 45 aflos Mestizos-Mexicanos y mas importante el genotipo TT
permanecié como riesgo independiente para IAMCEST después de ajustarlo
con otros factores de riesgo como diabetes, hipertensién, tabaquismo,
dislipidemia e historia familiar para enfermedad cardiovascular. Nuestros
resultados son acordes con previos reportes de estudios realizados en sujetos
jovenes, en los cuales se ha demostrado una asociacion entre los portadores
del genotipo TT y el desarrollo de enfermedad arterial coronaria (40,62). En un
estudio de casos y controles pareados por edad y sexo, Antoniades y
colaboradores (63), identificaron un incremento en el riesgo para IAM en
sujetos portadores del alelo T, y dicho alelo se asoci6é con la presencia de
disfuncion endotelial e incremento en la concentracion del factor de von
Willebrand (FVW) e Interleucina 6 (IL-6). En el presente estudio, los niveles de
otra molécula inflamatoria como es el fibrinbgeno fueron mas altos en los
portadores de por lo menos un Alelo T, mientras que no hubo diferencias
estadisticas entre la concentracion de la cuenta leucocitaria entre ambos
grupos. También, el genotipo TT se ha asociado con el desarrollo de
enfermedad arterial coronaria en poblaciones Turca (40) y Brasileia (62).
Ademas, en un reciente meta analisis en el cual se incluyeron 26 estudios
involucrando 23,028 sujetos, el alelo G894T se asocié con un incremento en el

riesgo para enfermedad isquémica coronaria (41). Sin embargo, nuestros
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hallazgos, estdan en desacuerdo con previos estudios que no han podido
demostrar una asociacion entre el polimorfismo G894T en individuos jovenes
con EAC. En la poblacién Canadiense, Nassar y colaboradores, (60) no
identificd asociacion entre el polimorfismo G897T y el desarrollo de IAM o
angor pectoris. Debemos resaltar, que Nassar y colaboradores, analizaron dos
grupos con EAC: uno de ellos con 50 individuos <50 afios de edad y el
segundo grupo con 149 sujetos >65 afios de edad, y se incluyeron pacientes
con IAM y angina pectoris. Ademas, no se analizé una posible interaccion
entre el afecto adicional entre la presencia del polimorfismo y los factores de
riesgo tradicionales.

En otro estudio, Brscic y colaboradores- (64), demostraron que el polimorfismo
Glu 298 ASP no representa un factor que incremente el riesgo para IAM, sin
embargo este estudio incluye pacientes con y sin elevacion del ST. En
resumen, ellos muestran que el fumar, la dislipidemia, y la historia familiar de
cardiopatia isquémica fueron mas frecuentes asociados a pacientes jovenes,
mientras que la diabetes vy la hipertension fueron mas frecuentes en los
individuos adultos mayores. Por lo tanto, la interaccién entre Glu298Asp con
los factores de riesgo tradicionales y su influencia en el desarrollo de
cardiopatia isquémica deberia ser diferente. En el presente estudio los factores
de riesgo modificables como tabaquismo, dislipidemia, historia familiar de
cardiopatia isquémica e hipertension arterial, representan factores de riesgo
independientes para el infarto agudo al miocardio con elevacion del segmento
ST.

Algunos estudios han demostrado una fuerte asociacion entre el polimorfismo
del gene Glu298Asp vy el perfil especifico del alto riesgo coronario, produciendo
un incremento en el riesgo de sufrir cardiopatia isquémica 0 infarto agudo al
miocardio. El alelo Asp de eNOS ha sido asociado con cardiopatia isquémica
en el subgrupo de alto riesgo que incluye individuos diabéticos (42). También
Tamaiiito y cols. (65) demostraron que el polimorfismo GIu298Asp se asocia
con el desarrollo de enfermedad isquémica coronaria y diabetes mellitus en la
poblacion japonesa. Gulec y colaboradores. (39) demostraron la asociacion del
alelo t Asp298 con el dafo colateral desarrollado en pacientes con diabetes
mellitus y estenosis coronaria. En contraste, otros estudios de portadores del

polimorfismo en poblacién joven ha fallado en mostrar un incremento en el
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riesgo de CAD en individuos in con diabetes. En el presente estudio, no se
encontrd una asociacion independiente entre diabetes mellitus e infarto al
miocardio con elevacién del segmento ST. La diferencia probablemente es
debida a una baja frecuencia de factores de riesgo modificables comparada
con los vistos en pacientes de mayor edad. Ademas, algunos investigadores
han descrito un alelo que influye en la cardiopatia isquémica en fumadores.
Wang Yy colaboradores (66) reportaron que el riesgo de enfermedad isquémica
coronaria en los fumadores se asocia al polimorfismo ecNOS4a/b en el intrén
4 del gen de eNOS. En este estudio, nosotros encontramos un incremento del
riesgo de infarto agudo al miocardio con elevacion del segmento ST en los
portadores de al menos uno de los alelos de Asp y el habito de fumar. Los
resultados del presente estudio son similares a otros estudios previamente
reportados en donde existe una asociacion entre el polimorfismo GIlu298Asp
del gen de la eNOS y el desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

En contraste, otros estudios no han demostrado que el genotipo 298Asp sea
un factor predisponente de ateroesclerosis carotidea 6 sindromes coronarios
agudos (48, 60, 62). Estudios similares en Finlandia (67), Australia (68), Grecia
(53)y Corea (69), no encontraron diferencias en la distribucion genotipica 6 en
la frecuencia alélica, entre los pacientes y los controles para el polimorfismo
Glu298Asp. Esta discrepancia entre los resultados de los estudios pueden
deberse a las diferencias de grupo étnico, edad, tamafio de muestra, los
factores genéticos subyacentes y los factores ambientales.

Finalmente, nosotros observamos una distribuciobn genotipica similar a la
observada por Rosas-Vargas y cols. (58) en 126 voluntarios Mexicanos-
Mestizos: Los homocigotos para el alelo Glu fueron 74.6%, heterocigotos
(23.8%), y (1.6%) para el homocigoto para el alelo Asp. Aunque la prevalencia
del polimorfismo Glu298Asp difiere entre diferentes grupos étnicos, los
subgrupos étnicos se pueden exhibir diferentes tipos de portadores 06
susceptibilidad ambiental para enfermedades especificas lo cual puede
explicarse por las diferencias étnicas y regionales en el riesgo para infarto
agudo al miocardio con elevacion del segmento ST. Basados en el hecho de
gue la enfermedad cardiovascular es una enfermedad multifactorial debe
esperarse que un polimorfismo comdn pueda tener un cierto impacto en

enfermedad cardiovascular junto con otros factores de riesgo coronario como
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también se ha demostrado no solo en el presente estudio sino también en otros
polimorfismos y en el analisis de otras variaciones genéticas como lo muestra

el presente estudio (70).
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Tabla 3. Caracteristicas Demograficas y Clinicas de los

IAMCEST y del grupo CONTROL.

pacientes con

Variable Pacientes Controles valorde P
(n=180) (n=180)

Edad, en afios 39.3+5.3 39.7 5.0 NS?
Hombre, Muijer (%) 135 (75) 130 (72.2) NSP

IMC (kg/m?) 29.5+ 1.2 28.7+1.7 NS?
Diabetes Mellitus n (%) 52 (28.8) 25 (13.8) <0.001°
Hipertension n (%) 65 (36.1) 26 (14.4) <0.001°
Fumar n (%) 127 (70.5) 48 (26.6) <0.0001"
Dislipidemia n (%) 98 (54.4) 39 (21.6) <0.0001"
Historia Familiar de CAD 72 (40) 28 (15.5) <0.001°

Localizacion del STEAMI%

Pared anterior 35.9
Pared posterior 62.7
Posterolateral 1.4

Tipo de Infarto%

Con elevacién del segmento ST 100

Historia de angina Ausente

3t de student para variables continuas; °X? o Prueba exacta de Fisher para las

proporciones. IMC= indice de masa corporal
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Tabla 4. Genotipo eNOS Glu298Asp y frecuencia alélica para el grupo de

pacientes con STEMIy sin STEMI

Genotipo Glu298Asp Pacientes
n= 180
Glu/Glu 104 (57.8%)
Glu/Asp 62 (34.4%)
Asp/Asp 14 (7.8%)
Alelo
Glu 270 (75.0%)
Asp 90 (25.0 %)

Control valor de P?
n=180
134 (74.5%) 0.001°2

42 (23.3%)

4 (2.2%)

310 (86.15%) 0.001*

50 (13.85%)

Los datos se presentan como niimeros (%) de pacientes. *Prueba de x?

NS=No significativa
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Tabla 5. Impacto Clinico de los diferentes alelos en pacientes con

IAMCEST

Glu/Glu Glu/Asp +Asp/Asp valor de P

Estimacion del tamafio del infarto

LEVF, % 50.2 £6.7 48.4+£7.4 NS#

Creatinfosfoquinasa U/ 932+ 316 029 +248 NS®

Troponina, ng/dL 13.4+ 6.8 19.0+ 7.6 0.03?
Estado Inflamatorio

Leucocitos/ pL 10,428+2,584 1,117+2,669 NS?

Fibrinégeno, mg/dL 406+146.7 499+152.2 0.02%

LEFV indica la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo. PTCA, angioplastia

percutanea transluminal
®Prueba t de student.
Prueba x?

NS= No significativa
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Tabla 6. Analisis de Regresion Logistica Multiple usando IAMCEST como

la variable dependiente

Factor de Riesgo adjOR 95%CI valor de P
Diabetes Mellitus 1.69 (0.9-3.2) NS
Hipertensién 2.0 (1.1-3.5) 0.03

Alelo Asp 2.2 (1.1-3-6) 0.03
Tabaquismo 5.0 (3.0-8.2) <0.001
Dislipidemia 3.4 (2.0-6.3) <0.001
Historia Familiar de EAC 3.7 (2.0-4.6) 0.02
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9. CONCLUSIONES

1. Se identifico al polimorfismo Glu298Asp del gen de la enzima sintasa
endotelial del oxido nitrico como factor de riesgo independiente en la poblacion

Mexicana con Infarto Agudo del Miocardio.

2. Se identificaron como factores de riesgo asociados al antecedente
heredofamiliar de cardiopatia isquémica, tabaquismo, hipertension y
dislipidemia.

3. Se demostro un incremento en el riesgo para Infarto Agudo del Miocardio en

los individuos portadores del alelo 298Asp y con antecedente de tabaquismo.
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10. PERSPECTIVAS

1. Evaluar la funcion endotelial mediante ultrasonido en

la arterial humeral.

2. Identificar la posible  asociacion de  otros
polimorfismos asociados a enfermedad arterial

coronaria en sujetos jévenes con IAMCEST <45 afos.

3. Identificar la posible interaccion genética entre el

polimorfismo GIu298Asp y otras variantes genéticas.

4. Identificar la interaccion entre los factores genéticos y

ambientales.
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ANEXO 1

CRITERIOS PARA INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO CON
ELEVACION SEL SEGMENTO ST

Con infarto agudo al miocardio, definido por la Organizacidon

Mundial de la Salud sobre la base de estudios de prevalencia,

mediante la presencia de por lo menos 2 de los siguientes

criterios: (17)

1) Dolor toracico sugestivo de isquemia tipico ¢ atipico:

Dolor toracico en reposo o ejercicio, tipico de isquemia a atipico
con duracion mayor ¢ igual a 20 minutos. El dolor tipico es
retro esternal, opresivo e irradia al hombro y al brazo izquierdo,
El atipico se puede observar en epigastrio, espalda. La
intensidad es variable, desde muy intenso hasta una molestia
leve. En adultos mayores puede ser remplazado por
equivalentes de isquemia, como disnea, fatiga, lipotimia 6
sincope. La activaciéon del sistema simpatico (sudoraciodn,
palidez nausea y vomito es un elemento clinico muy

importante)

2) Cambios electrocardiograficos caracteristicos:

Cambios electrocardiogragicos: Elevacion del ST en el
electrocardiograma >6 = 0.1 mV en al menos 2 derivaciones
concordantes en las derivaciones precordiales y > 6 = a 0.2
mV en al menos 2 derivaciones concordantes en las
derivaciones bipolares.

3) Incremento de biomarcadores de necrosis miocardica;
Troponina T, incremento del valor normal determinado al
menos una vez dentro de las primeras 24 hrs de iniciados los

sintomas y que su nivel exceda a la percentila 99.
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Creatina-fosfoquinasa (CK), y su componente ligado al
miocardio (CK-MB), por arriba de de los valores de referencia
en 2 muestras sucesivas, o >- 2.0 veces el valor de referencia
en una muestra durante las primeras horas del evento. Los
niveles de CK_MB deben producir una curva de ascenso y

descenso, deshidrogenasa lactica. (DHL).
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e ANEXO 2

Extraccion de la muestra sanguinea: Se extraera de la vena
antecubital 10 mL de sangre total en tubos que contienen EDTA (0.17
M). Este sera centrifugado a 3500 g por 15 minutos. Posteriormente
el plasma sobrenadante es retirado cuidadosamente tratando de no
perturbar la capa de células mononucleares (Buffy coat) la cual sera
transferida con una pipeta de plastico estéril a un tubo de plastico
eppendorf estéril de 1.5 mL libre de enzimas (RNasas y DNasas) que

sera utilizado para la obtencién de ADN.

Extraccion de ADN: Se usO el equipo comercial (Qiagen
QIAampDNA Mini Kit) de acuerdo con las instrucciones establecidas
por la compafia. Una vez extraido el DNA, se conserva a -70°C,
hasta que se utilizdé para la amplificacién de los segmentos

correspondientes.

Genotipificacion de la enzima sintasa del o©Oxido nitrico

endotelial:

Posterior a la extraccién del ADN, se llevard a cabo la reaccién de
PCR con el uso de oligonucledtidos especificos (sentido) 5'-
CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3' y (contrasentido)
5’/AGTCAATCCCTTTGGTGGTCAC-3'.

Se usaron: 200 ng de ADN, 10 pM de cada oligonucledtido, 0.2 mM
de dNTP, 3 mM de cloruro de magnesio, 1.0 U de pfu DNA

polimerasa, en un volumen final de 50 [IL.

Las condiciones térmicas consisten en: desnaturalizacion a 94°C por
30 segundos, alineaciéon a 60°C por 30 segundos y una extensién a

72 O°C por 30 segundos, por un total de 30 ciclos.

Identificacion de fragmentos polimodrficos: El producto obtenido
de la PCR (206 pb), sera sometido en partes iguales a digestién con
las enzimas de restriccion Banll y Mbo I respectivamente durante 16
h a 37°C. El producto de 206 pb, bajo la accién de la enzima Banll,
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producira 2 fragmentos: uno de 124 pb y uno menor de 82 pb ante la
presencia de un nucledtido G en la posicion 894 (correspondiente al
alelo Glu298); mientras que en la segunda reaccién del mismo
producto de 206 pb, con la accién de la enzima Mbol, generara
también 2 fragmentos, uno de 119 pb y uno de 87 pb en la presencia
de un nucledtido T en la misma posicidon 894, el cual corresponde a
un alelo Glu298Asp.Los productos obtenidos de la restriccidn, seran
visualizados a través de una electroforesis en un gel de agarosa al

2.5% y tefiidos con bromuro de etidio.
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ANEXO 3

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMR
SERVICIO DE ADMISON CONTINUA

Por medio de la presente yo
acepto participar
en el protocolo de investigacién titulado: “ASOCIACION DEL
POLIMORFISMO G894T EN EL GENE DE LA ENZIMA SINTASA
DEL OXIDO NITRICO ENDOTELIAL (eNOS) CON EL INFARTO
AGUDO AL MIOCARDIO” Me ha sido explicado ampliamente el

procedimiento y que no implica ningun riesgo para mi padecimiento y
autorizo a la Dra. Irma Isordia Salas y colaboradores para que me
tomen una muestra de sangre de 10 mL, para determinar la
presencia de dichos polimorfismos mediante técnicas de biologia
molecular. Esta investigacion formara parte del estudio integral de mi
padecimiento, conozco también de manera precisa la gravedad de mi
enfermedad participando de manera voluntaria, y en caso de

negarme, dicha decisidn no repercutird para nada en mi tratamiento.

Se me ha explicado también que no recibiré remuneracién econdmica

alguna por participar en este estudio.
Firmo de conformidad.

Paciente

Domicilio
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Lugar y Fecha

Testigo

Testigo
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