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Polimorfismos -455G/A  y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno en pacientes con  Diabetes tipo 2.
C. Torres-Rojas, E. Flores-Alfaro, I. Parra-Rojas, M. Espinoza-Rojo.
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RESUMEN:

La DM-2 se considera como un factor de riesgo muy importante para desarrollar enfermedad cardiovascular. Varios estudios indican que los polimorfismos -455G/A y -148C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno, han sido asociados también con un riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares. El objetivo de este estudio fue estudiar la distribución de los polimorfismos -455G/A y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno, en pacientes con diabetes tipo 2 en comparación con sujetos clínicamente sanos. Metodología. Se realizó un estudio de casos y controles en 299 muestras de DNA de pacientes de ambos sexos del ISSSTE y del Centro de Salud “Dr. Guillermo Soberón Acevedo” de la Ciudad de Chilpancingo, Gro. Los polimorfismos se detectaron por PCR-RFLPs. Resultados. De las 299 muestras procesadas para el polimorfismo -148C/T, el 37.1% corresponden al genotipo CC, el 61.2% al genotipo CT y el 1.7% para el genotipo TT;  para el polimorfismo –455G/A, se han procesado 111 muestras, encontrando un 68.5% para el genotipo GG, 27.0% para el genotipo GA, y 4.5% para el genotipo AA. Conclusión. Los resultados determinan una asociación no estadísticamente significativa entre la presencia de DM-2 y los polimorfismos -455G/A y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno.

INTRODUCCIÓN:

La DM-2 es la forma más frecuente, y su prevalencia está aumentando de manera paralela al incremento de la edad poblacional y a la incidencia de la obesidad e inactividad física en las sociedades de los países desarrollados. El riesgo de muerte por un acontecimiento cardiovascular en los pacientes diabéticos es 2 a 4 veces mayor que en la población no diabética. Este exceso de mortalidad es más elevado en mujeres (4 a 5 veces) que en varones (2 a 3 veces).1 La DM-2 predispone a anomalías en la funcionalidad plaquetaria y en los sistemas de coagulación y fibrinolítico que favorecen el proceso trombótico. Factores como el fibrinógeno (Fgno), el factor VII y el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1) están aumentados en la sangre de pacientes diabéticos e individuos con resistencia a la insulina.2 

El fibrinógeno es la proteína de la coagulación más abundante en la circulación. Es precursor de la fibrina, principal componente del trombo. La concentración plasmática de fibrinógeno se incrementa durante la inflamación, por lo que es considerado uno de los indicadores del estado inflamatorio. La molécula de fibrinógeno está formada por tres pares de cadenas polipeptídicas denominadas Aα, Bβ, y γ, unidas por enlaces bisulfuros. Las tres cadenas de fibrinógeno son codificadas por tres diferentes genes que se localizan en el cromosoma 4 q23-32.3 Actualmente existe una gran evidencia de que en el desarrollo y la progresión de la ateroesclerosis subyacen mecanismos inmunológicos e inflamatorios. Numerosos estudios demostraron que proteínas de fase aguda como la proteína C reactiva (CRP), el fibrinógeno, la proteína sérica A-amiloide y diversas interleucinas fueron factores predictivos de progresión y severidad de enfermedad coronaria en la población general y en el subgrupo de pacientes diabéticos en particular.4
De todos los componentes del sistema de coagulación, la elevación del fibrinógeno ha sido el más consistentemente asociado con desordenes de oclusión vascular. Varios estudios indican el papel de fibrinógeno como un factor de riesgo para infarto al miocardio,  trombosis venosa y enfermedad de la arteria periférica, por esta razón es considerado como un poderoso predictor de enfermedades cardiovasculares, como otros factores de riesgo clásico como hipercolesterolemia, tabaquismo y hipertensión. La viscosidad de la sangre y formación de fibrina son afectados por las concentraciones de fibrinógeno circulantes los cuales aumentan con la edad, sexo, obesidad, tabaquismo, hipertensión, colesterol, DM, hemoglobina glicosilada (HbA1c), y factores genéticos y hormonales.5 Varios estudios recientes han evaluado la asociación entre los polimorfismos del gen de la cadena β del fibrinógeno y sus niveles de la proteína en plasma, sugiriendo que una variabilidad genética en el gen del fibrinógeno puede contribuir a la regulación de los niveles del fibrinógeno en plasma. Los polimorfismos que se han asociado con el aumento de la proteína del fibrinógeno son el -455 G/A y -148 C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno y se han asociado con un riesgo mayor de presentar enfermedades cardiovasculares. 5 

MATERIAL Y METODOS:

Durante el periodo comprendido de Julio de 2005 a Marzo de 2006, se realizó un estudio observacional de casos y controles a partir de muestras de DNA genómico. Se seleccionaron un total de 299 muestras de DNA de pacientes de ambos sexos que asistieron a consulta externa a la clínica hospital del ISSSTE y al Centro de Salud “Dr. Guillermo Soberón Acevedo” de la Ciudad de Chilpancingo, Gro., a quienes se les aplicó una encuesta que contiene datos generales. Se tomó una muestra de sangre en ayunas para las mediciones de glucosa, colesterol y triglicéridos (métodos enzimáticos colorimétricos), las mediciones de hemoglobina glicada por anticuerpos monoclonales, utilizando el equipo automático DCA 2000. En el grupo de casos se incluyeron 131 muestras de DNA de pacientes con diagnóstico previo de diabetes tipo 2 o niveles sanguíneos de glucosa mayores de 126 mg/dL y confirmados por una segunda medición y por la concentración de hemoglobina glicosilada. Los controles fueron 168 muestras de DNA de individuos sin diabetes tipo 2. Se excluyeron las muestras de DNA de pacientes que presentaron enfermedad inflamatoria aguda o crónica, hipertensión, tabaquismo y/o alcoholismo.

Genotipificación del polimorfismo -148C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno. El polimorfismo -148 C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno se detectó a través del método PCR-RFLPs, usando 5 pM del oligonucleótido sentido (5’-CCTAACTTCCCATCATTTTGTCCAATTAA-3’); y 5 pM del antisentido (5’-TGTCGTTGACACCTTGGGACT-3’), que amplificaron un producto de PCR de 362 pb. El volumen final de la mezcla de reacción fue de 50 µl, conteniendo 2.5 µl de buffer 10X, MgCl2 [2.5 mM], dNTPS [2.0 mM], 0.25 U de Taq DNA polimerasa. El programa de amplificación consistió en una desnaturalización inicial a 94oC por 3 min y 36 ciclos de: desnaturalización a 94oC por 15 seg, alineamiento a 53oC por 45 seg y una extensión a 72oC por 30 seg, seguidos por un periodo de extensión de 1 min a 72oC. La separación electroforética para estos productos se realizó en geles de agarosa al 2.0%. Se preparó una mezcla de digestión con buffer 10X, enzima Hind III (Invitrogen) y 10 µl de producto de PCR, incubándose a 37OC  por 2 horas. Los fragmentos de la digestión fueron separados por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 4.0%.
Genotipificación del polimorfismo -455G/A del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno. El polimorfismo -455 G/A del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno se detectó a través del método PCR-RFLPs, usando 5 pM del oligonucleótido sentido (5’-GGGTCTTTCTGATGTGTATT-3’); y 5 pM del antisentido (5’-TGTCGTTGACACCTTGGGACT-3’), que amplificaron un producto de PCR de 689 pb. El volumen final de la mezcla de reacción fue de 50 µl, conteniendo 2.5 µl de buffer 10X, MgCl2 [2.5 mM], dNTPS [2.0 mM], 0.25 U de Taq DNA polimerasa. El programa de amplificación consistió en una desnaturalización inicial a 94oC por 3 min y 36 ciclos de: desnaturalización a 94oC por 15 seg, alineamiento a 58oC por 45 seg y una extensión a 72oC por 30 seg, seguidos por un periodo de extensión de 1 min a 72oC. La separación electroforética para estos productos se realizó en geles de agarosa al 2.0%. Se preparó una mezcla de digestión con buffer 10X, enzima Hae III (Invitrogen) y 10 µl de producto de PCR, incubándose a 37OC  por 2 horas. Los fragmentos de la digestión fueron separados por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 4.0%.
Análisis estadístico. Con todos los datos recabados de las encuestas y los resultados de laboratorio se realizó la captura de los datos en el paquete estadístico SPSS v 11.5. Se determinaron las frecuencias simples para las variables cualitativas; media y desviación estándar, para las variables cuantitativas simétricas; medianas y rangos intercuartilos para las variables cuantitativas no simétricas. Para comparar las frecuencias se utilizo la prueba de X2. La comparación entre los valores promedios se realizo por la prueba de t de student y para las variables cuantitativas no simétricas se determinaron por la prueba de Mann-Whitney. 
RESULTADOS:

Durante el periodo comprendido se estudiaron 299 muestras, 70.9% del sexo femenino y 29.1% del sexo masculino. Se obtuvieron valores promedios de diferentes variables como IMC en kg/m2, presión arterial sistolica y diastolia en mm/Hg y edad en años, encontrando que el grupo de personas sanas presentaron un IMC de 25.8 ± 5.1, presión arterial de 113.2/72.3 y una edad promedio de 46.5 años; el grupo de DM-2 un IMC de 25.1 ± 4.1, presión arterial de 119.3/73.7 y una edad de 55.5 años. Es interesante mencionar la alta frecuencia de antecedentes familias de diabetes que reportaron tanto el grupo de sanos con un 45.2% y el grupo de pacientes con DM-2 con 58.8%. El valor promedio de glucosa en los sanos fue de 84 mg/dl, mientras que los DM-2 fu de 165 mg/dl (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Características generales de la población estudiada.


[image: image2.emf]Variables  Total   n =  299  Sanos   n =  168  DM - 2   n = 131  Valor    p   Edad (años)  50.4    13.5  46.5    13.1  55.5    12.2  1.0  *   Sexo n (%)      Femenino      Masculino    212 (70.9)   87 (29.1)    122 (72.6)   46 (27.4)    90 (68.7)   41 (31.3)    0.4  †   IMC (Kg/m 2 )  25.5    4.7  25.8    5.1  25.1    4.1  0.09   *   PA sistólica (mmHg)  115.9    22.4  113.2    23.7  119.3    20.1  0.9   *   PA diastólica (mmHg)  72.9    11.8  72.3    11.3  73.7    12.4  0.8   *   Cintura (cm)  89. 1    12.2  88.1    13.0  90.2    11.2  0.9   *   Cadera (cm)  99.1    11.6  99.9    13.1  98 .2    9.2  0.1   *   Glucosa (mg/dl)  92 (82 - 157)  84 (77.5 - 90)  165 (118 - 243)  < 0.001      Triglicéridos (mg/ dl)  173.6    105.3  148.8    83.1  205.1    121.3  < 0.001    *   Colesterol  (mg/dl)  188.6    46.1  191.7    47.8  184.6   43.8  0.09   *   Ant. Fam. DM n (%)         No          Si    145 (48.8)   152 (51.2)    91 (54.8)   75 (45.2)    54 (41.2)   77 (58.8)    0.02  †   Ant. Fam. ECV n (%)          No          Si    231 (77.3)   68 (22.7)    126 (75.0)   42 (25.0)    105 (80.0)   26 (20.0)    0.2  †    


                      Los datos indican media ( DE; mediana (rango intercuartilo); n (%).

                      * Prueba t de Studen; † Prueba de X2; ( Prueba de Mann-Whitney.
Se realizó la genotipificación molecular de los polimorfismos -455 G/A y -148 C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno en el grupo de sanos y DM-2 (Figura 1 y 2).

       A)                                                                                 B)


[image: image3]Figura 1. El polimorfismo -148 C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno se detectó a través del método PCR-RFLPs. A) Corrimiento electroforético  en geles de agarosa al 2%, del  producto de PCR de 362 pb. Carril 1: Marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb; Carril 2-6: producto de PCR de 362 pb; Carril 7: blanco. B) Se preparó una mezcla de digestión con la enzima Hind III .El alelo C (-148C) tiene un sitio de corte natural para la enzima originando dos fragmentos de: (98 y 264 pb), pero no para el alelo T. Los fragmentos de la digestión fueron separados por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 4.0%. Carril 1: Marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb; Genotipo CC: Carril 3 y 5; Genotipo CT: Carril 2 y 6; Genotipo TT: Carril 4.
A) B)
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Figura 2. El polimorfismo -455 G/A del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno se detectó a través del método PCR-RFLPs. A) Corrimiento electroforético  en geles de agarosa al 2%, del  producto de PCR de 689 pb. Carril 1: Marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb; Carril 2-7: producto de PCR de 689 pb; Carril 8: blanco. B) Se preparó una mezcla de digestión con la enzima Hae III .El alelo G (-455G) tiene un sitio de corte natural para la enzima originando dos fragmentos de: (567 y 122 pb), pero no para el alelo A. Los fragmentos de la digestión fueron separados por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 4.0%. Carril 1 Marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb; Genotipo GG: Carril 3,5,7; Genotipo GA: Carril 4,6,8; Genotipo AA: Carril 1. Al amplificar el producto de PCR de 689 pb se logra visualizar una banda inespecífica, que no interfiere con el patrón de restricción.
Las frecuencias génicas de los polimorfismos -455G/A  y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno se muestran en el cuadro 2; en donde se encontró que de 299 muestras procesadas para el polimorfismo -148C/T, el 37.1% corresponden al genotipo CC, el 61.2% al genotipo CT y el 1.7% para el genotipo TT;  para el polimorfismo –455G/A, se han procesado 111 muestras, encontrando un 68.5% para el genotipo GG, 27.0% para el genotipo GA, y 4.5% para el genotipo AA.

Cuadro 2. Frecuencias génicas de los polimorfismos -455G/A  y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno, en los grupos estudiados.

[image: image5.emf]GRUPOS DE ESTUDIO   SANOS  DM - 2  TOTAL   GENOTIPO  n  %  n  %  n  %  VALOR DE P     Polimorfismo  - 148 C/T    CC  65  38.7  46  35.1  111  37.1   CT  101  60.1  82  62.6  183  61.2   TT  2  1.2  3  2.3  5  1.7  0.6 *     Polimorfismo  - 455 G/A    GG  30  63.8  46  71.9  76  68.5   GA  14  29 .8  16  25.0  30  27.0   AA  3  6.4  2  3.1  5  4.5  0.5*    


                           * Prueba de X2
DISCUSIÓN:
Varios estudios recientes han evaluado la asociación entre los polimorfismos del gen de la cadena β del fibrinógeno y sus niveles de la proteína en plasma, sugiriendo que una variabilidad genética en el gen del fibrinógeno puede contribuir a la regulación de los niveles del fibrinógeno en plasma. Los polimorfismos que se han asociado con el aumento de la proteína del fibrinógeno son el -455 G/A y -148 C/T del promotor del gen de la cadena β del fibrinógeno y se han asociado con un riesgo mayor de presentar enfermedades cardiovasculares. El polimorfismo -455 G/A del gen de la cadena β del fibrinógeno, en particular se ha asociado con niveles elevados de fibribrinógeno en varios estudios (Thomas y cols. 19991; Green y cols. 1993; Scarabin y cols. 1993; Humphries y cols. 1995; Tybjaerg y cols. 1997). En este análisis, no encontramos diferencia estadísticamente significativas en la distribución de los génotipos, al igual que nosotros otros estudios realizados tampoco han encontrado asociación (Liu y cols. 2001; Friedlander y cols. 2003, Martiskainen y cols. 2003).  Estudios realizados en Finlandia, Países bajos y en población caucásica han encontrado que para el caso del polimorfismoo -455 G/A una distribución del génotipo GG del 63.0%, génotipo GA del 34.0% y del génotipo AA del  3.0%; en nuestra población se encontraron resultados similares, encontrando el génotipo GG con un 68.5%, génotipo GA con 27.0%, el génotipo AA con 3.1%. Para el caso del polimorfismo -148C/T, también se han encontrado resultados similares que en otros estudios en donde el 37.1% corresponden al genotipo CC, el 61.2% al genotipo CT y el 1.7% para el genotipo TT.
CONCLUSIONES:

Las frecuencias genotípicas de ambos polimorfismos coinciden con las frecuencias estudiadas en población caucasica. Los resultados determinan una asociación no estadísticamente significativa entre la presencia de DM-2 y los polimorfismos -455G/A y -148C/T del gen de la cadena β del fibrinógeno.
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