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propuesto por Bladbjerg y cols.'® Dos observadores independientes analizaron

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

5.9.8 Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se emple¢ 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 correccién de Yates 6 la prueba exacta de Fisher, seguin
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) 59.54¢7 .4 61.948.7 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
Hipertensién 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 27+4.9 20+7.5 29+7.5 NS
Electrocardiograma
SCA:

Con Elevacién ST -— - 29 (58) NE

Sin Elevacion ST -— -— 21 {42) NE

NS=No significativo, NE=No evaluadas

6.3 Estandarizacion 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 amplificacion y detecciéon 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 tamalfios 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 Bei-1) y uno en la cadena a (Taq l). En las condiciones
de amplificacién, la temperatura de alineamiento cambié a 59°C para los cuatro
polmorfismos y en la amplificacién del Bcl-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, los productos que resultaron eran de
850 pb y los fragmentos de 800 pb y 150 pb (Figura 18). Este resultado 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.
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Figura 16.- Polimorfismos -455 G/A y -148 CIT 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 chserva el esquema
del gel de agarosa del polimorfismos -455 G/A, con el marcador de PM (pBS+Mspl). En el carmil
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 1zquierda esta un gel de agarosa al 4%, el marcador de PM es pBS+Mspl, y se
observa que las muestras s31, 833, s34, 835, 837, s40 y s41 son homocigotas G/G vy las
muestras s36, s38 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) v en el carril N, esta representado el homocgigoto C/C (835, 272 y 194 pby);
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 lzquierda esta un gel al 4%, el marcador es
pBS+Mspl, se observa que las muestras s1, s2, 83, s4 y 85 son homogigotas C/C y las
muestras $6, 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 v 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 carriles s16, s19 al c6
las muestras son homocigotas para T/T y en los carriles 815, s17 y §18 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 ul del PA y en los geles al 4% se cargaron 15 pl de las digestiones.
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Figura 18.- Polimorfismo Tagq | 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 Tag |, con el marcador de PM (pBS+Mspl). Carril N, esta representado el
homoccigoto T1/T1 (950 pb); el carril H, es el heterccigoto T1/T2 (950, 800 y 150 pb) y en el
camril 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 carmil ¢- y después [a amplificacién 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 |, 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) vy 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 pl del PA y en los
geles al 4% se cargaron 20 pl de las digestiones.

6.3.2. Polimorfismos del FV Leiden (G1691A): la Gnica 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 extra, la
cual no era digerida con la enzima de restriccién Mn/ | por lo que no interferia en

el diagnéstico 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 ¢- 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 1). En el caril N, esta
representado el homoccigoto G/G (163, 67, 37 pb); el carmil 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 cbservar en [os 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
corté 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 tipificacion.
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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
reprasentado el homocceigoto R/R(207, 67, 38 pb); el camil H, es el heterocigoto R/Q (272, 205,
67, 40, 38 pb) y en el carril 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 carriles 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 restriccién 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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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 ¢l marcador de PM ((pBS+Msp
N). En el carril N, esta representado el hommoccigoto G/G(345 pb); el carril H, es el heterocigoto
G/A (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 homocigotas
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 realizé usando oligonucleétidos
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 uso el oligonucleétido 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 GPIllla: 1a Unica diferencia en las
condiciones de reaccion 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/ PLA1T (282 pb); el carril H, es el helerocigoto
PLA1/ PLA2 (282, 157, 125 pb) y en el carril 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 cariles 3, 15 al 18 son heterocigotas PLA1/PLA2 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 genotipificacién de
este polimorfismo no necesitdé 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 Insercién
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 l/Alu |, las de los camiles 1, 3, 4, 5, 9 y 11 son heterocigotas Alu
IfAlu 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 genotipificacién de cada alelo. En la
primera reaccion se colocd 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 PAl-1. Para este polimorfismo se usaron oligonucledtidos
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 Gnica 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/G con temperaturas de alineamiento de 58°C (30 ciclos) y 55°C (40
ciclos) respectivamente. Para el polimorfismo G1059C el PA se digirid con la
enzima Mae lll y el -717 A/G con la enzima Sac Il. 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 carril 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 cariles 1 al 8 son homocigotas
GIG, en el 9 y 10 las muestras son heterocigotas G/C y 1a 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 carril ¢c- es el control
negativo y en el resto de los camiles 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 esfa 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, 16y 17 las muestras son heterocigotas A/G
y en el 4, 8y 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 genotipificacion 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 distribucién 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
[ (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 la distribucion de los genotipos y alelos de los
polimorfismos en los genes del FV, FVII, Fll, FXIll y GPIllla. Al realizar el
analisis estadistico para ver la 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 el V34L permanecié estadisticamente

significativo (p<0.0001).
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Tabla 7.- Genotipos del Fibrindgeno y los Grupos de Estudio.

Genotipos Controles ECE SCA p
n=50 (%) n=50 (%) n=50 (%)
-455Fq
GIG 40 (80) 30 (60) 30(60)
G/A 9 (18) 20 (40) 20(40) 0.0013
AJA 1(2) 0(0) 0(0)
-148Fg
CI/IC 29 (58) 19 (38) 16 (32)
cT 20 (40) 26 (52) 24 (48) <0.0001
TT 1(2) 5 (10) ) 10 (20)
+1689 Fg
T 32 (64) 31 (62) 30 (60)
Gn 17 (34) 19 (38) 20 (40) NS
G/G 1(2) 0 (0) 0(0)
Taql
T 29 (58) 38 (76) 30 (60}
T1/T2 19(38) 12 (24) 18 (36) 0.03
T2T2 2(4) 00() 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 1" 20 20
-148 C 78 64 56 0.004
T 22 36 44
+1689 T 81 81 80 NS
G 19 19 20
Taq! T1 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 Agudos; Fg = fibrinégeno, NS=no significativo
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Tabla 8.- Frecuencia genotipica y alélica del FV, FVII, Fll, FXIll y GPllla en los tres

grupos.
Genotipos Confroles ECE SCA p
n=50 (%) n=50 (%) n=50 (%)
1691FV
GIG 39(78) 44 (88) 43 (86)
G/A 11(22) 6 (12) 7(14) NS
AA 0(0) 0(0) 0 (0)
353FVII
R/R 27 (54) 32 (64) 21(42)
R/Q 22 (44) 17 (34) - 27 (54) 0.03
Q/Q 1(2) 1(2) 2(4)
20210Fl
GIG 49 (98) 48 (96) 49 (98)
G/A 1(2) 2 (4) 1(2) NS
AIA 0(0) 0(0) 0(0)
34FXIl
VN 0 (0) 5(10) 4 (8)
ViL 3 (6) 13 (26) 28 (56) <0.0001
UL 47 (94) 32 (64) 18 (36)
GPlila
PLA1/PLA1 40 (80) 39(78) 40 (80)
PLA 1/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
20210FII G o8 96 98 NS
A 2 4 2
34FXNI V 6 23 36 <0.0001
L 94 77 64
GPlila PLA1 90 89 90 NS
PLA2 10 1 10

ECE = Enfermedad Coronaria Estable; SCA = Sindromes Coronarios Agudos, NS=no significativo
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La Tabla 9 muestra la distribucién 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 grupas, solo los polimorfismo Alu I/D
y -717 AJ/G presentaron diferencia estadistica (p=0.0089 y 0.0002,
respectivamente). Sin embargo al hacer la misma comparacion con los alelos,

s6lo el Alu I/D permaneci6 estadisticamente significativo.

Para determinar l|a 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 comparacibn con evidencia
estadisticamente significativa fue al comparar los ECE con los SCA (2.45, 95%
IC 1.1-53, p=0.03). La carga del alelo 34V fue el mas significativo
estadisticamente y el que di6 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
5GI5G 17 (34) 18 (36) 20 (40)
5G/4G 24(48) 23 (46) 18 (36) NS
4G/AG 9 (18) 9 (18) 12 (24)
1059CRP
GIG 45 (90) 47 (94) 46 (92)
G/IC 5(10) 3 (6) 4 (8) NS
CiC 0(0) 0 (0) 0(0)
-T17CRP
AJA 33 (66) 35 (70) 35 (70)
AlG 15 (30) 14 (28) 7(14) 0.0002
GIG 2 (4) 1(2) 8 (16)
Alelos
A D 44 53 36 0.05
l 56 47 64
PAI-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 1) y CRP(-T1TA).

Carga Controles® ECE® SCA® OR (85% Cl), p
Genotipica N=50 " N=50 N=50
. . T T
G/A + AJA 10 20 20 0.84 (( 58-1-.8))., NS
-148Fg: 2.25(1.0-4.9), 0.04®
g;.? +TIT 3? ;? ;ﬁ 2.93(1.3-6.4), 0.01:
1.30 (.57-2.9), NS
3I53FVII:
1.51(0.7-3.3), 0.31®
gg Q0 gg ?g g; 162(0.7-35),023%
2.45 (1.1-6.3),, 0.03
34FXIII: 8.81 (2.3:26), 0.4
L 47 32 18 27.9 (7.0-81), <.0001%
VIL+VN 3 18 32 3.16 (1.4-6.9), 0.006%
Alu t-PA 0.48 (0.2-1.2), 0.1
D/D+D/! 33 40 28 48(0.21.2), 0.
1.50 (0.7-3.4), 0.3
I 17 10 22 3.12 (1.3-7.3), 0.01
-717 CRP:
AIAAIG 48 49 42 2.04 (.22-13.4), 0.61:
4.57 (0.9-16.8), 0.07
GIG 2 1 8 9.33 (1.1-39.3), 0.03™

ab=Controles vrs ECE; ac=Controles wis SCA,; bc= ECE wrs SCA; NS= no significativo

Por qltimo 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 parimetros bioquimicos y hematolégicos en las

tres cohortes.

La comparaciéon entre los grupos para las variables bioquimicas se realizd

comparando entre dos medias usando la t-Student. Primero se realizd entre

controles sanos y ECE, encontrando al fibrinégeno, leucocitos, neutréfilos,

creatinina y actividad del Fil, FV y FVIl, como las variables bioquimicas

estadisticamente significativas (Tabla 11).

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

FACTORES CONTROLES (n=50) ECE (n=50) p
TP (seg) 12.210.7 13.1+4.9 22
TTPA {(seq) 28.7+3.9 29.4+11.5 .70
Fibrinégeno (mg/dl) 371.2497.4 414.6494.3 .03
Plaquetas (cel/mm?) 230,042464259 218,500+74133 42
Leucocitos (ceVmm?) 621241543 71812113 01
Neutréfilos (cel/mm?®) 386311344 46351623 .01
Creatinina (mg/dl) 0.8740.2 1.00+0.34 .02
Urea (mg/dl) 22.4+10.1 24.6113.6 .38
Actividad FlI (%) 103.1126.4 80.9121.5 <,0001
Actividad FV (%) 97.2 £33.1 72126.7 0001
Actividad FVII (%) 122.9432.0 93.8433.4 <.0001

TP: Tiempo de protrombina, TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada
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La segunda comparacion se realizd entre los controles sanos y SCA,
manteniéndose como variables bioquimicas estadisticamente significativas al
fibrinégeno, leucocitos, neutrdfilos, creatinina y actividad del Fll; perdiendo

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

Tabla 12.- Comparaci6én de las variables bioquimicas entre los controles sanos y SCA.

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

TP (seg) 12.240.7 14.045.7 .06
TTPA (seg) 28.7+4 33123 20
Fibrinégeno (mg/dl) 371.2+97.4 442.5 $153.2 007
Plaquetas(cel/mm?) 230,042164259 233,306164518 .81
Leucocitos (cel/mm?) 621241543 8982+3244 <.0001
Neutréfilos (cel/mm?®) 3863+1344 672712932  <.0001
Creatinina (mg/dI) 0.8710.2 1.1£0.63 02
Urea (mg/dl) 22.4+10.1 22.7413.4 90
Actividad FII (%) 103.1£26.4 83.8124.8 .0003
Actividad FV (%) 97.2 £33.1 84.7429.9 053
Actividad FVII (%) 122.9£32.0 140.1197.5 54

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

La tercera comparacién se realizd 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.- Comparacion de las variables bioguimicas entre ECE y SCA.

FACTORES ECE (n=50) SCA (n=50) p
TP (seg) 13.124.9 14.045.7 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  233,306+64518 .30
Leucocitos (cel/mm?) 7181£2113 898213244 .001
Neutréfilos (cel/mm?®) 4635£1623 672742932 <.0001
Creatinina (mg/dl) 1.00+0.34 1.1£0.63 33
Urea (mg/dl) 24.6113.6 22,7+13.4 50
Actividad Fil (%) 80.9421.5 83.8124.8 54
Actividad FV (%) 72426.7 84.7129.9 03
Actividad FVII (%) 93.8+33.4 140.1+97.5 .003

mostrados).

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

6.6 Determinacion de la correlacién entre los polimorfismos y los niveles
plasmaticos de los factores bioquimicos y hematoldgicos analizados.

Se determind la relacion entre los niveles plasmaticos del Fg, Fll, FV, FVIl y sus
polimorfismos. Solo se encontrd relacién 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
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Tabla 14.- Relacién entre los niveles plasméticos del fibrinégeno y polimorfismos,

Fibrindgeno <350 ma/dl 350-450 mg/dl >450 mg/dl p
n=142 n=43 n=55 n=44
Bcel1 Fg
B1/81 37 (86) 42 (76) 29 (66)
B1/B2 6 (14) 13 (24) 15 (34) 0.004
B2/B2 0 (0) X ()] 0 (0)
-455Fg
G/G 36 (84) 35 (64) 22 (50)
G/A 6(14) 21 (36) 22 (50) <0.0001
A/A 1(2) 0 (0) 0{0)
-148Fg
C/C 20 (47) 26 (47) 16 (36)
CcIT 20 (46) 27 (49) 19 (43) 0.0014
TT 3(7) 2(4) 9 (21)
TaqlFg ‘
T1M1 26 (60) 37 (67) 28 (64)
T1/T2 14 (33) 18 (33) 15 (34) 0.06
T2/T2 3() 0(0) 1(2)
+1689 Fg
T 31 (72) 34 (62) 21 (48)
GIT 11 (26) 21 (38) 23 (52) 0.0015
GIG 1(2) 0 (0) 0 (0)

Ademas al realizar un andlisis de regresidn multiple 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 vy -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

12



