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Resumen

El polimorfismo 4G/5G del inhibidor del activador de
plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) afecta la concentracion plasmatica
de la proteina. Ademas, estudios in vitro demostraron que
triglicéridos, colesterol de las lipoproteinas de muy baja den-
sidad (VLDL-c), insulina y glucosa incrementan la expresion
del gen PAI-1. Objetivo: Analizar la frecuencia genotipica y
alélica del polimorfismo 4G/5G del PAI-1y su asociacién con
el perfil de lipidos en pacientes con artritis reumatoide,
osteoartritis y controles clinicamente sanos. Material y
métodos: Estudio de casos y controles. El polimorfismo 4G/
5G del PAI-1 se determin6 por PCR-RFLP”s (reaccién en
cadena de la polimerasa-polimorfismos en la longitud de frag-
mentos de restriccién) usando la enzima de restriccion Bsl I.
El andlisis estadistico se efectu6 con los paquetes SPSS 10.0 y
Epi Info 2000. Resultados: La poblacion estudiada se encon-

Abstract

The 4G/5G polymorphism of the plasminogen activator in-
hibitor type 1 (PAI-1) affects the plasmatic concentration of
the protein. Besides, in vitro studies demonstrated that
triglycerides, very low density lipoproteins-cholesterol
(VLDL-c), insulin and glucose increase the gene expression.
Objective: To analyze the genetic and allele frequency of the
4G/5G polymorphism of the PAI-1 and its association with the
lipid profile in patients with rheumatoid arthritis (RA),
osteoarthritis (OA) and clinical healthy controls (HC). Mate-
rial and methods: Cross-sectional study. The 4G/5G poly-
morphism of PAI-1, was analyzed for PCR-RFLP’s (polymer-
ase chain reaction- restriction fragment length
polymorphisms) using the restriction enzyme Bsl I. The sta-
tistical analysis fulfilled with the SPSS 10.0 and Epi Info 2000.
Results: The population studied was in Hardy-Weinberg's
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tré en equilibrio de Hardy-Weinberg. La frecuencia de los
genotipos 5G/5G, 4G/5G, 4G/4G en artritis reumatoide fue:
44.1%, 52.9% y 2.9%; en osteoartritis: 32.2%, 54.8% y
12.9% y en controles clinicamente sanos: 35.1%, 51.4% y
13.5%, respectivamente. Los controles con genotipo 5G/5G
presentaron niveles mayores de triglicéridos, colesterol to-
taly VLDL-c (p < 0.05). Conclusiones: El genotipo 5G/5G se
asocia con un incremento de triglicéridos, colesterol total y
VLDL-c en controles clinicamente sanos.

Introduccion

L a artritis reumatoide es una enfermedad reu-
maética, cronica, inflamatoria y sistémica, de
naturaleza autoinmune, caracterizada por inflama-
cion croénica, dolor vy rigidez de las articulaciones
diartroidales. La inflamacién provoca una destruc-
cién articular progresiva, que se manifiesta como
erosién Gsea y destruccion de cartilago. Este pa-
decimiento afecta sustancialmente a la sociedad,
en términos de costo, incapacidad y pérdida de
productividad.**

El Colegio Americano de Reumatologia (ACR)
define a la osteoartritis como un grupo heterogé-
neo de trastornos que causan sintomas y signos
articulares que se asocian a un defecto en la inte-
gridad del cartilago, ademas de las alteraciones
relacionadas con el hueso subyacente y en el mar-
gen articular. Basicamente, la osteoartritis se ma-
nifiesta por cambios morfoldgicos, bioguimicos,
moleculares y biomecanicos, tanto de las células
como de la matriz extracelular, lo cual conduce a
reblandecimiento y pérdida del cartilago articu-
lar, ademaés de esclerosis y eburneacion del hueso
subcondral, osteofitos y quistes subcondrales.
Cuando la osteoartritis es clinicamente evidente
se caracteriza por dolor articular, dolor a la pre-
sién, limitacién de movimientos, crepitacién, oca-
sionalmente derrame y grados variables de infla-
macion local. La osteoartritis se ha asociado a
sobrepeso, lesiones y actividades mecanicas re-
petitivas, que han sido propuestas como factores
criticos para el inicio y progresion de la osteoar-
tritis.>8
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balance. The frequency of the genotypes 5G/5G, 4G/5G, 4G/
4G in RAwas: 44.1%, 52.9% and 2.9%; in OA: 32.2%, 54.8%
and 12.9% and in HC: 35.1%, 51.4% and 13.5%, respec-
tively. The HC with genotype 5G/5G presented increase lev-
els of triglycerides, total cholesterol and VLDL-c (p < 0.05).
Conclusions: The genotype 5G/5G is associated with increase
of triglycerides, total cholesterol and VLDL-c in HC.

El inhibidor del activador de plasmin6geno tipo
1 (PAI-1) es una glicoproteina compuesta de 379
aminoacidos y con peso molecular de 48 kDa, y
es considerada como el principal inhibidor de la
fibrindlisis. Cuando las plaquetas son estimuladas
por trombina, el PAI-1 es liberado sobre la su-
perficie de las plaquetas, protegiendo el coagulo
de una lisis prematura. Este mecanismo causa un
rapido incremento local de la concentracion de
PAI-1 en circulacion, el cual se une rapidamente a
tPA'y a uPA, evitando que el plasmindgeno se con-
vierta en plasmina, inhibiendo asi la fibrindlisis. La
forma activa de PAI-1 es inestable (vida media
de 30 minutos), aunque la vitronectina se une al
PAI-1 en plasma y estabiliza su forma activa. En la
regién promotora del gen PAI-1 existe un poli-
morfismo ubicado a —675 pb del sitio de inicio de
la transcripcion, denominado 4G/5G, el cual in-
duce variaciones en la expresion génica, alteran-
do los niveles de PAI-1 en circulacion. Los sujetos
homocigotos para el alelo 4G (genotipo 4G/4G)
tienen aproximadamente 25% mas alta concen-
tracion de PAI-1 que los homocigotos para el ale-
lo 5G (genotipo 5G/5G). Por otro lado, se ha
reportado que triglicéridos, VLDL-c, insulina y glu-
cosa afectan la expresion de PAI-1.°1! Ademas,
existe un elemento de respuesta a VLDL (VLDL-
RE) ubicado de —672 a —657 pb en la region pro-
motora del gen PAI, justo al lado del polimorfis-
mo 4G/5G, por lo que pudiera existir una
asociacién entre el polimorfismo y los niveles de
lipidos.112

También se ha considerado al polimorfismo 4G/
5G del PAI-1, como un factor de riesgo para en-
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fermedades cardiovasculares en la poblacion ge-
neral. Algunos autores han encontrado una aso-
ciacion entre el polimorfismo 4G/4G con el in-
cremento en riesgo de aterosclerosis y con infarto
agudo al miocardio.'**

Material y métodos

Disefio del estudio. El estudio fue de casos y
controles.

Consideraciones éticas. El estudio fue reali-
zado de acuerdo con las normas y principios éti-
cos para las investigaciones médicas en seres hu-
manos establecidos en la declaracion de Helsinki
adoptada por la 18% Asamblea Médica Mundial,
Helsinki, Finlandia, en junio de 1964 y revisados
en la 52% Asamblea General de Edimburgo, Esco-
cia, en octubre del 2000.

El presente trabajo fue aprobado por el Comi-
té de Etica del OPD Hospital Civil de Guadalajara
“Fray Antonio Alcalde” y todos los sujetos inclui-
dos en este estudio participaron en forma volun-
taria, firmando su carta de consentimiento infor-
mado.

Poblacién de estudio. Fueron incluidos 34
pacientes con artritis reumatoide, 31 con osteoar-
tritis y 37 controles clinicamente sanos (CCS).
Las muestras fueron obtenidas por puncion ve-
nosa, después de un ayuno de 12 horas, entre 8 y
10 a.m. Para cuantificar los lipidos en suero, se
colectd la muestra en tubos vacutainer sin anti-
coagulante. Para el polimorfismo, las muestras se
colectaron en tubos vacutainer con EDTA como
anticoagulante.

Pruebas de Laboratorio. A todos los sujetos
se les determind: colesterol total (CT), coleste-
rol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c),
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL-c), colesterol de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL-c), triglicéridos (TG) y glu-
cosa; todos analizados en un Synchron Clinical
System LX20 de Falcon. La apolipoproteina A
(apo Al), apolipoproteina B (apo B) y el fibrino-

geno se midieron en un IMMAGETM Immuno-
chemistry, Beckman Coulter System 4700.

Determinacion del polimorfismo 4G/5G del
PAI-1. En todos los individuos se determiné el
polimorfismo 4G/5G mediante reaccién en cade-
na de la polimerasa-polimorfismos en la longitud
de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP”s) con
la variante AIRS, descrita por Margaglione.!® El
ADN gendmico (gQADN) fue extraido a partir de
5 mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA
de acuerdo a la técnica modificada de Miller.t

Para determinar el polimorfismo genético del
PAI-1, se utiliz6 la técnica de reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR), amplificando un frag-
mento de 98 o 99 pb, en el termociclador
(iCycler™ BIO-RAD Life Science Research Pro-
ducts), utilizando iniciadores especificos, bajo
las siguientes condiciones de reaccion: a cada
muestra se adiciona 1 pg de gADN, 0.06 pM
de cada iniciador, 1.5 mM de MgCI2, 0.1 mM
de cada dNTP, 1X de buffer y 1.25 U de Taq
ADN polimerasa (Invitrogen™ life technolo-
gies). La amplificacién se desarrolla con una
desnaturalizacion inicial a 94°C por tres minu-
tos, y 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Se
realiza una extension final a 72°C por un minu-
to; 30 uL del producto amplificado fueron di-
geridos con 3 U de la enzima de restriccién Bsl
| (New England Biolabs). Los productos obte-
nidos de la digestion, se observaron en un gel
de agarosa al 4% tefiido con bromuro de eti-
dio. Para confirmar los resultados, los genoti-
pos 4G/4G, 4G/5G, 5G/5G del PAI-1 fueron
verificados por secuenciacién.

Anélisis estadistico. El andlisis genotipico se
realiz6 con la prueba %2, mientras que los lipidos
fueron analizados con ANOVA-one Way y las di-
ferencias entre grupos se realizaron con la prue-
ba de Tukey, considerando un nivel de significan-
cia menor de 0.05. El andlisis se desarrollo con
los paquetes estadisticos Epi-Info 2000 y SPSS
version 10.0.
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Resultados

Genotipificacion del polimorfismo 4G/5G del
gen del PAI-1. En todos los pacientes, el polimor-
fismo se determindé mediante la técnica de PCR,
amplificando un fragmento de 98 o 99 pares de ba-
ses (figura 1A). El patron genotipico obtenido me-
diante la digestion con la enzima Bsl | es el siguiente:
el genotipo 5G/5G corresponde a dos fragmentos
de 77 y 22 pb; los fragmentos de 98, 77 y 22 pb
representan al genotipo 4G/5G vy el fragmento de
98 pb corresponde al genotipo 4G/4G (figura 1B).
Frecuencias genotipicas y alélicas del po-
limorfismo del PAI-1. El cuadro | muestra la dis-
tribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo 4G/5G del PAI-1, en los tres
diferentes grupos de pacientes, encontrandose en
equilibrio de acuerdo a la Ley de Hardy-Weinberg.
La distribucion de las frecuencias de los genoti-
pos 5G/5G, 4G/5G, 4G/4G en artritis reumatoi-
de fue: 44.1%, 52.9% y 2.9%; en osteoartritis:
32.2%, 54.8% y 12.9% y en controles clinica-
mente sanos: 35.1%, 51.4% y 13.5%, respecti-
vamente. Cuando se compararon las frecuencias
genotipicas y alélicas entre los grupos con artritis
reumatoide y osteoartritis versus controles, no se
encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas, pero en los controles fueron diferentes a
las observadas en otras poblaciones europeas.
Perfil de lipidos en los grupos estudiados de
acuerdo con el genotipo del PAI-1. Al analizar al-
gunas caracteristicas demogréficas y los niveles basa-
les de los lipidos y lipoproteinas séricas entre los gru-
pos estudiados (cuadro Il), se encontrd que los
promedios de las concentraciones séricas se encuen-
tran dentro del rango normal y sélo se observa una
diferencia significativa en las concentraciones séricas
de Apo B (143.13 = 61.52; p < 0.05) y colesterol
total (200.70 & 45.76; p < 0.05), en los pacientes
con osteoartritis. La asociacion del polimorfismo 4G/
5G del PAI-1 con el perfil de lipidos en pacientes con
artritis reumatoide, osteoartritis y controles se mues-
tra en el cuadro Ill. Es importante resaltar que se en-
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Figura 1. A) Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
gue muestra el producto de PCR amplificado, con un tamafio de
98 099 pb. B) Gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio
que muestra el patrén genotipico. Carril 1. Marcador de peso
molecular 50 pb; carril 2: blanco; carril 3: genotipo 5G/5G; carril
4: genotipo 4G/5G; carril 5: genotipo 4G/4G. Los fragmentos
digeridos de 77 y 22 bp representa al genotipo (5G/5G), los
fragmentos de 98, 77 y 22 bp representan al heterocigoto (4G/
5G), y el fragmento de 98 bp representa el homocigoto (4G/4G).
El fragmento de 22 bp no se observa en el gel.

contraron diferencias estadisticamente significativas
en el grupo de CCS, cuyos niveles séricos de coleste-
rol total (214.1 + 45.11; p < 0.05), triglicéridos
(197.7 £ 89.98; p < 0.001) y VLDL-c (39.5 + 18.0;
p < 0.001) fueron mas altos en los portadores del
genotipo 5G/5G (figura 2).

Discusion y conclusiones

En la actualidad se conoce que la enfermedad car-
diovascular es una de las principales causas de
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del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1).

Cuadro I. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo 4G/5G del inhibidor

Frecuencia genotipica

4G/4G 4G/5G 5G/5G
Grupo n % n % n % p
AR (n = 34) 1 2.9 18 52.9 15 441 NS
OA (n=31) 4 12.9 17 54.8 10 32.2 NS
CCS (n=37) 5 13.5 19 51.4 13 35.1 NS
Frecuencia alélica
4G 5G P
n % n % p
AR (n = 68) 20 29.41 48  70.59 NS
OA (n =62) 25 40.32 37 59.68 NS
CCS (n=74) 29 39.19 45  60.81 NS

AR: Artritis reumatoide, OA: Osteoartritis, CCS: Controles clinicamente sanos, NS: No significativa.

Cuadro Il. Caracteristicas bioquimicas y demograéficas en artritis reumatoide (AR), osteoartritis (OA) y controles
clinicamente sanos (CCS).

AR OA CCs

(n = 34) (n=31) (n=137) p
Género (H:M) 2:32 1:30 9:28 -
Edad (afios) 43 £ 10c** 58 & 128** 42 + 14 < 0.001
IMC (kg/m?) 26.4 +45¢c* 30.0 + 6.38* 26.0+43 < 0.05
Apo Al 167.05 = 52.34 178.38 = 73.7 143.55 =+ 35.58 NS
ApoB 111.10 = 48.82 c* 143.13 = 61.528* 102.29 = 33.95 < 0.05
CT 176.91 =+ 52.314** 200.70 + 45.76 198.06 =+ 43.62 < 0.05
TG 109.85 + 51.12¢* 152.90 + 88.98 131.97 + 80.87 NS
HDL-c 40.50 + 16.00 42.57 + 10.86 42.03 +12.23 NS
LDL-c 114.44 + 47.20~* 129.05 + 39.77 129.93 + 36.43 NS
VLDL-c 21.97 +10.22¢* 30.58 + 17.80 26.40 + 16.17 NS

* < 0.05; ** < 0.001; » AR vs CCS; 8 OA vs CCS; ¢ AR vs OA.

muerte en poblacién mexicana, pero también hay
estudios en otros paises en los que se ha reporta-
do un aumento en la mortalidad de sujetos con
artritis reumatoide por enfermedad cardiovascu-
lar, en comparacién con la poblacion general,®
aungue no se conoce esta asociacion en pacientes
con osteoartritis. La artritis reumatoide y la en-
fermedad cardiovascular tienen como mecanis-
mo fisiopatoldgico subyacente la inflamacion sis-

témica cronica.'® También se conoce que los pa-
cientes con artritis reumatoide pueden presentar
un perfil de lipidos adverso (niveles séricos dis-
minuidos de HDL-c y Apo Al),® que puede in-
crementar el riesgo para desarrollar la enferme-
dad cardiovascular. Por lo que se determinaron
los genotipos del polimorfismo 4G/5G del gen
de PAI-1y su relacion con el perfil de lipidos, en
personas aparentemente sanas, asi como en pa-
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Cuadro Ill. Asociacién del polimorfismo 4G/5G del gen del inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1)
con el perfil de lipidos en controles clinicamente sanos (CCS).
4G/4G 4G/5G 5G/5G Total p
CCS  ApoAl 131.64 + 56.06 146.54 + 38.06 143.77 £22.46 143.55 + 35.58 NS
ApoB 75.08 == 15.66 106.37 + 33.58 106.80 +36.43 102.29 + 33.95 NS
CT 156.20 + 11.82 198.11 + 41.68 *214.1 +45.11 198.06 + 43.62 p<<0.05
HDL-c 41.60 + 10.57 4547 £ 12.76 37.15 +11.06 42.03 +£12.23 NS
TG 62.60 = 17.30 105.26 + 49.05 *197.7 +89.98 131.97 = 80.87 p<<0.001
LDL-c 102.08 + 11.88 132.29 + 36.98 137.39 +38.66 129.93 + 36.43 NS
VLDL-c 12.52 + 3.46 21.05 +9.81 *39.5 +18.00 26.40 = 16.17 p<<0.001
Los resultados se presentan como media + desviacion estandar.
Abreviaturas: Apo = Apolipoproteina. CT = Colesterol total. HDL-c = Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad. TG = Triglicéridos.
LDL-c = Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad. VLDL-c = Colesterol de las lipoproteinas de muy baja densidad.

350

300 1

250

200

mg/dL

100 ]
50
0
VLDL-c TG cT
[]4G/4G [ 4G/5G W 5G/5G

Figura 2. Niveles de lipidos asociados al genotipo 4G/5G del
inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) en
controles clinicamente sanos (CCS).

*p < 0.05; ** p < 0.001.

CT: 5G/5G vs 4G/4G (p < 0.05); TG: 5G/5G vs 4G/4G y 5G/5G
vs 4G/5G (p < 0.001); VLDL-c: 5G/5G vs 4G/4G y 5G/5G vs
4G/5G (p < 0.001).

cientes con artritis reumatoide y enfermos con
osteoartritis.

Aunque los niveles séricos de los lipidos se en-
contraron dentro del rango de normalidad en to-
dos los grupos estudiados, se observaron niveles
significativamente mas altos de Apo B y coleste-
rol total en los pacientes con osteoartritis. Esto
puede ser explicado porgue son el grupo de ma-
yor edad y por la presencia de obesidad, en com-

paracion con los grupos con artritis reumatoide
o0 los controles sanos. Es importante hacer notar
gue los pacientes con artritis reumatoide presen-
tan una tendencia a disminuir los niveles séricos
del perfil de lipidos a diferencia de los controles
clinicamente sanos, debido probablemente a que
se encuentran bajo tratamiento; 41.2% de los
pacientes con artritis reumatoide estaban trata-
dos con cloroquina, 35.6% con esteroides,
26.5% con metotrexate y 18.8% con AZF (algu-
nos pacientes usaban terapia combinada). Se ha
reportado que el tratamiento adecuado de la ar-
tritis reumatoide, mejora el perfil de lipidos ad-
verso, disminuyendo el riesgo cardiovascular.2%t

También se encontr6 una asociacion del poli-
morfismo 4G/5G del PAI-1 con el perfil de lipi-
dos en el grupo de controles, donde los porta-
dores del genotipo 5G/5G presentaron niveles
mas altos de colesterol total, triglicéridos y
VLDL-c, y de manera general un mayor perfil
aterogeénico; esto es importante porque 35.1%
del grupo de controles presentan este genoti-
po, lo que puede conferirles un mayor riesgo
cardiovascular. Los individuos heterocigotos
(4G/5G) también mostraron una tendencia a
presentar niveles mas altos de lipidos con res-
pecto a los portadores del genotipo 4G/4G,
aunque los niveles se encontraron dentro del
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rango de normalidad. Una posible explicacion
molecular de la interaccién entre lipidos y el
polimorfismo 4G/5G, es el elemento de res-
puesta a VLDL (VLDLE) ubicado a un lado del
polimorfismo 4G/5G, ya que probablemente
la proteina represora que se une al genotipo
5G/5G sea un factor transcripcional que pro-
mueve la expresion de VLDL-c.*''? Esto ex-
plicaria el hecho de que el genotipo 5G/5G se
asocie con niveles altos de VLDL-c, TG y CT,
mientras que el genotipo 4G/4G presente ni-
veles disminuidos.

Es importante considerar la alta frecuencia del
alelo 5G (60.81%) en poblacién mexicana, ya
que hay reportes de paises europeos como Es-
pafia (53%),%? Inglaterra (48.31%),2 Alemania
(46.21%),>* y orientales como China
(40.78%),% donde la frecuencia es menor. Esto
sugiere que este polimorfismo puede ser un in-
dicador de riesgo para enfermedad cardiovas-
cular en nuestra poblacion, ya que se asocia con
un mayor perfil aterogénico; siendo diferente con
lo reportado en otros estudios donde se sefiala
el alelo 4G como factor de riesgo coronario,®
por lo que es importante determinar la suscep-
tibilidad genética de cada poblacion para poder
establecer el efecto de los polimorfismos en la
predisposicion genética a enfermedades poligé-
nicas, como la enfermedad cardiovascular. Final-
mente, podemos concluir que el genotipo 5G/
5G se asocia con un incremento de triglicéri-
dos, colesterol total y del colesterol de las lipo-
proteinas de muy baja densidad en controles cli-
nicamente sanos, por lo que se puede sugerir
que el polimorfismo 4G/5G del PAI-1 puede es-
tar implicado en la predisposicion genética a la
enfermedad cardiovascular.
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