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l. RESUMEN

La enfermedad arterial coronaria (EAC), es considerada una de las principales causas
de mortalidad en nuestro pais. Un factor de riesgo es el sindrome metabdlico (SM),
que se compone de factores que se asocian entre si, como la obesidad, resistencia a
la insulina, dislipidemias, hiperglucemia e hipertension arterial, todos ellos son
factores de riesgo cardiovascular. Las proteinas desacoplantes (UCPs) participan en
el desacoplamiento de la fosforilaciobn oxidativa, la sintesis de ATP y disipan la
energia normalmente usada para estos procesos en forma de calor en vez de
almacenar la energia en forma de grasa. Debido a su participacion en el gasto
energético y metabolismo de lipidos, es importante estudiar las variantes genéticas
como los polimorfismos que pueden afectar el metabolismo y propiciar el desarrollo de
obesidad y de EAC, asi como su posible relacion con algunos factores de riesgo
asociados al desarrollo de esta enfermedad.

Se estudiaron 129 sujetos en el Instituto Nacional de Cardiologia (INC) “Ignacio
Chabez”, 32% pertenecientes al grupo de EAC-cirugia de revascularizacion coronaria
y 68% del grupo control-cirugia remplazo valvular. En ambos grupos se estudiaron 3
variantes polimérficas de las UCPs (UCP1 -3826, UCP2 -866 y UCP3 -55) por el
método de PCR-RFLP.

La frecuencia del alelo G del SNP -3826 de la UCP1 fue de 0.49, la del alelo G del
SNP -866 de la UCP2 fue de 0.53 y la del alelo C del SNP -55 de la UCP3 fue de 0.67
en la poblacion de estudio. No se encontraron diferencias significativas tanto en las
frecuencias genotipicas como alélicas, entre el grupo EAC y de remplazo valvular
(controles) en ninguno de los polimorfismos estudiados.

El genotipo AA del SNP -3826 de la UCP1 presentd niveles bajos C-HDL (30.7+7.3
mg/dL) en relacion a las otros dos isoformas, GA y GG. Al analizar este parametro
entre los grupos de estudio, se mantuvo esta tendencia, la cual fue mas marcada en
los pacientes con EAC, esto es, en el genotipo AA (33.0£7.1 mg/dL y 29.7+7.4
mg/dL), GA (32.5+10.4 mg/dL y 39.9+11.5 mg/dL) y GG (36.9+8.6 y 39.1+8.6mg/dL),

en EAC y controles, respectivamente.

En el caso del SNP de la UCP2 -866, se encontraron diferencias significativas en los
niveles de triglicéridos (p<0.05) (GG: 188.3 mg/dL vs GA: 150.3 mg/dL) en la
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poblacion total de estudio, que se mantuvo al comparar entre ambos grupos de
estudio. (Control GG: 181.1+101.1 vs AA: 161.4+81.6 y GA: 143.9+68.6 Yy grupo
EAC. GG: 200.7+107.2 vs AA: 171.0+106.3 y GA: 162.7+74.8 mg/dL). Ademas, se

determind una asociacion del alelo G con el grupo EAC y diabetes mellitus (p=0.012).

Para el SNP -55 C/T de la UCPS3, en la poblacion de estudio se encontré que el
genotipo TT tuvo valores mas elevados de triglicéridos (178.3£105.9 mg/dL) vs CC
(160.7+£72.0) y CT (160.4+87.1mg/dL). Al comparar entre grupos de estudio se
determind que este mismo genotipo presentd niveles bajos de C-HDL en el grupo

EAC (33.3t£11.7) en comparacién con los sujetos del grupo control (38.7+10.9).

Al realizar un andlisis de haplotipos, se encontr6 que el haplotipo (AGT) esta
relacionado con la EAC y su frecuencia en nuestra poblacion de estudio es de 5.7%
(OR=16.10 (IC 95%: 1.35 - 191.69), mientras que el haplotipo (AAT) desempefia un
papel protector contra la EAC (OR= 0.03 (IC 95%: 0.00 - 0.61) con una frecuencia del
10.2%.

Este estudio es un primer paso que permitio elucidar la posible relacién de los
polimorfismos de las UCPs con la EAC y los factores de riesgo asociados a este
padecimiento, por lo que seria necesario ampliar el nimero de muestra para poder
encontrar resultados significativos que permitan elucidar completamente la relacién

gue guardan estos polimorfismos en nuestra poblacién.



Il. ABREVIATURAS:

EAC: Enfermedad arterial coronaria

HDL: Lipoproteina de alta densidad

LDL: Lipoproteina de baja densidad

UCP 1: Proteina desacoplante 1

UCP 2: Proteina desacoplante 2

UCP 3: Proteina desacoplante 3

IAM: Infarto agudo del miocardio.

DM: Diabetes mellitus

HTA: Hipertension arterial

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
MRFIT: Multiple Risk Factor Intervention Trial
PROCAM: Prospective Cardiovascular Minster Study
NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey

IMC: indice de Masa Corporal



Il INTRODUCCION

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es considerada una de las principales causas
de mortalidad en los paises industrializados y la segunda causa de muerte en la
poblacién adulta en nuestro pais, se ha demostrado que tiene su origen desde la

infancia.

1. Sindrome metabdlico

En 1988, se introdujo por primera vez el concepto de sindrome metabdlico;
Gerard Raven, su descubridor, lo nombré6 como sindrome X. Este sindrome
incluia la presencia conjunta de intolerancia a la glucosa, dislipidemias e
hipertension arterial, llamando la atencion la asociacién con la enfermedad arterial
coronaria y la resistencia a la insulina. Previamente, en 1920, Kylin habia descrito
la asociacion entre la diabetes, la hipertension arterial y la gota sin relacionarla

con la enfermedad cardiovascular *.

El sindrome metabdlico o cardio-metabdlico se compone de factores de riesgo
que se asocian entre si con una frecuencia mas elevada de la esperada por
efecto del azar, ademas, todos ellos son factores de riesgo cardiovascular. Entre
los factores que lo componen esta la obesidad o sobrepeso, resistencia a la
insulina, dislipidemias, hiperglucemia e hipertensién arterial. Constituye un
problema de salud publica y es precursor identificable y corregible de diabetes
tipo 2 y de enfermedad cardiovascular, principales causas de mortalidad en

México 2.

Aunque datos clinicos y epidemiolégicos han mostrado una relacion entre el
sindrome metabdlico y la enfermedad arterial coronaria *, estudios realizados en
diferentes grupos étnicos han mostrado diferencias entre la correlacion en la

resistencia a la insulina y alteraciones en la pared arterial *.



El sindrome metabdlico constituye un grave problema de salud publica tanto a
nivel nacional como mundial. Se ha sefialado un incremento en la prevalencia de
este sindrome a escala mundial que continuard aumentando en los proximos

afos®.

El sindrome metabdlico ha sido llamado de diversas maneras y sus componentes
de igual forma han variado segun el organismo que los define. Ante las diversas
definiciones y las controversias, la propuesta mas reciente es la de la International

Diabetes Federation (Berlin, 2005) que plantea los siguientes parametros para su

clasificacion
v Obesidad central
Perimetro de cintura
v Mas de 2 de los siguientes factores:

e Triglicéridos = 150 mg/dL

¢ Colesterol- HDL: Hombres menos de 40 mg/dL y en mujeres 50 mg/dL
¢ Hipertension arterial: sistolica = 130 mmHg, diastdlica = 85 mmHg

¢ Glucosa en ayunas: = 100 mg/dL o diabetes

e Cintura: Hombres >95 cm, en mujeres>88 cm

Esta propuesta no ha sido del todo aceptada y continua en discusion, no solo la
clasificacion sino las conveniencias de agrupar estas entidades en un sindrome,
existen diversas entidades que han tratado de definir el sindrome metabdlico y los
pardmetros que deben ser considerados para su diagndstico, la propuesta presentada
en Berlin en el 2005, es de las mas actuales y fue definida de manera consensuada
por el Grupo de Trabajo en epidemiologia de la Federacion Internacional de diabetes

(FID), durante el congreso en Berlin.

Este sindrome se caracteriza por alteraciones metabdlicas que se expresan en un
mismo individuo de forma simultanea o secuencial, causados por la combinacion de
factores genéticos y ambientales asociados a un estilo de vida no saludable, en los

que la resistencia a la insulina se considera el componente patogénico fundamental’
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las que afectan al metabolismo de los carbohidratos (resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia e hiperglicemia y diabetes mellitus tipo 2), al metabolismo de los
lipidos (disminucion del C-HDL y elevacion de los triglicéridos, las apoliproteinas B, C-
LDL y C-VLDL en suero) y del metabolismo de las proteinas (hiperuricemia,
hiperhomocesteinemia) y que se encuentran intimamente vinculadas a una elevada
morbimortalidad cardiovascular relacionadas a la obesidad, la hipertension arterial y la

diabetes mellitus no insulino-dependiente °.

Como se ha mencionado el sobrepeso y la obesidad, son en la actualidad uno de los
principales problemas de salud publica del pais. La Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2006, (ENSAUT-2006) sefiala que en el ambito nacional, la prevalencia de
sobrepeso fue mayor en hombres (42.5%) en comparacion a las mujeres (37.4%), a
diferencia de la prevalencia de la obesidad, mayor en mujeres (34.5%) que en
hombres (24.2%). Al sumar las prevalencias de sobrepeso y obesidad, el 72% de las
mujeres mayores de 20 afios de edad y el 67% en hombres padecen alguno de estos
padecimientos. Este incremento en el peso y la obesidad en las mujeres en un rango
de edad de 20-50 afios, se manifestaron en el periodo entre 1988-2006. El aumento
de obesidad en los ultimos afios ha sido alarmante, ya que no solo ocurre en hombres
y mujeres adultos, sino también en adolescentes y nifios. En las dltimas décadas ha
aumentado la importancia de las enfermedades crénicas no transmisibles como
problema prioritario de salud publica, situacion que ha dejado de ser exclusiva de los
paises considerados como desarrollados. La alimentacion es un factor de riesgo, ya
que el exceso de alimentacién, en términos de energia, el desequilibrio en el aporte y
el tipo, tanto de grasas como de hidratos de carbono, asi como la baja ingesta de fibra
y de algunos micronutrientes aunados a la carga genética, son decisivos en el

aumento de este tipo de padecimientos.
2. Dislipidemias

Los lipidos son grasas transportadas en el plasma en estructuras llamadas
lipoproteinas que son moléculas complejas insolubles en agua que estan compuestas

de un centro de esteres de colesterol y triglicéridos; estos esteres y triglicéridos estan



cubiertos por una monocapa de fosfolipidos colesterol libre y apoliproteinas. Las
lipoproteinas en el plasma se clasifican por la densidad, movilidad, contenido lipidico y
proteinas en la superficie de estas.

Las dislipidemias son el aumento del colesterol o de triglicéridos o ambos en el
plasma sanguineo. Estas enfermedades se clasifican en aisladas o mixtas, pudiendo

tratarse de patologias de causa genética o ambiental.

Cuando existen concentraciones elevadas de LDL en la sangre, estas penetran en la
pared arterial, donde sufren modificaciones, tales como la oxidacion lo que
desencadena una respuesta inflamatoria, caracterizada por un aumento de
macrofagos en la zona de la lesion, estos macréfagos fagocitan a las LDL modificadas
transformandose en células espumosas, que forman parte de las placas de ateroma
(lesiones focales en la capa intima de una arteria, caracteristicas de la aterosclerosis)
El colesterol contenido en las lesiones arteriales, es decir el acumulado la (son en la
de la lesion esencial de la ateroesclerosis proviene de las LDL que, en
concentraciones elevadas, penetran en la intima arterial, formando placas de
ateroma. A este proceso lo antecede un dafio local a la intima arterial que se agrava
con el tabaquismo, la hipertension y la diabetes. Las HDL son un factor protector

relacionado con la incidencia reducida de EAC’.

Tabla 1. En la siguiente tabla se muestran los valores de lipidos considerados como

normales:

Valores (mg/dL) ‘

Colesterol Total <150
Triglicéridos <150
C-HDL >45

C-LDL <130




Se han hecho diversos estudios en el mundo para determinar la relacion de los
niveles de lipidos plasmaticos con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Uno de los mas representativos es el estudio de intervencion de mdultiples factores de
riesgo conocido como MRFIT (por sus siglas en inglés, Multiple Risk Factor
Intervention Trial), que evalué durante 10 afios la mortalidad cardiovascular de 250
000 hombres en EUA. En este estudio, se observo un aumento de la mortalidad con
cifras de colesterol total mayores a 200 mg/dL y la mortalidad se incrementa conforme
aumentan los niveles de colesterol por arriba de 250 mg/dL. Sin embargo, el
seguimiento del estudio Framingham (estudio realizado en Massacuseth, Estados
Unidos) mostré que si bien es cierto, a mayores concentraciones de colesterol total,
mayor es la mortalidad coronaria, no todos los pacientes con cifras de colesterol total
mayores a 200 mg/dL sufren un infarto. Afios mas tarde, en Alemania en Munster, el
estudio PROCAM (Prospective cardiovascular Minster Study) realizado en una
poblacion de 4263 hombres entre 40 y 65 afios de edad mostré la relacion directa de
muerte cardiovascular y valores séricos de LDL y una relacion inversa con los niveles
de HDL vy la relacion entre ambos LDL/HDL. Esta dltima recibe el nombre de indice

aterogénico y se relaciona directamente con el desarrollo de EAC.?®



3. ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA

La enfermedad arterial coronaria (EAC), es un problema de salud publica y la principal
causa de muerte en la poblacion adulta, ademas de que es la causa mas importante
de muertes prematuras en paises industrializados, la cual esta vinculada a los
diferentes factores del sindrome metabdlico. Esta enfermedad ocurre cuando hay un
estrechamiento o bloqueo de las arterias coronarias, normalmente causado por
aterosclerosis °.

El resultado de la aterosclerosis es importante, ya que la mayor proporcion de
mortalidad obedece a esta causa. Debido a que las lesiones aterosclerosas mas
comunes son susceptibles a sufrir fisuras que induce la formacién de un trombo que

conlleva a la oclusién de un vaso y a las manifestaciones de EAC.

Entre las menifestaciones mas comunes de la EAC, son cardiopatia isquémica (se
produce cuando una parte del miocardio recibe una cantidad de sangre y oxigeno
inferior a la que necesita por lo que se producen trastornos de tipo bioquimico y
funcional), arritmia (es manifestada como una irregularidad en el ritmo cardiaco) ,
angina de pecho (sindrome clinico caracterizado por dolor o presion en la parte
anterior del térax, debido a la isquemia aguda, transitoria y reversible del miocardio ) e
infarto agudo de miocardio (consiste en la necrosis aguda por isquemia de una parte

del musculo cardiaco).



3.1 PROCESO ATEROSCLEROTICO.

La aterosclerosis es una forma nodular localizada de arteriosclerosis, esta se refiere
un endurecimiento con pérdida de la elasticidad de las arterias de mediano y gran
tamafo, por lo general la causa de estrechamiento de las arterias puede progresar
hasta la oclusion del vaso impidiendo el flujo de la sangre por la arteria asi afectada.
La aterosclerosis afecta principalmente la intima arterial (capa uUnica de células
endoteliales de la pared arterial)™°.

La aterosclerosis es la principal causa de EAC, el dafio al endotelio y la inflamacién
son los primeros pasos en el desarrollo de la aterosclerosis.

La aterosclerosis consiste en lesiones que afectan al interior de la pared de las
arterias grandes y medianas, como la arteria aorta y las arterias carétidas, cerebrales
y coronarias, aunque las arterias coronarias epicardicas son la principal localizacion
de la enfermedad aterosclerGtica. La arteria aorta es la mas importante del cuerpo y
tiene un largo recorrido desde el corazon hasta la parte inferior del abdomen. En ella
parten las arterias carétidas y las cerebrales que transportan la sangre al cerebro y las
arterias coronarias que son las que llevan el riego sanguineo al musculo cardiaco.

La disfuncion del endotelio arterial y una interacciébn anormal con los monocitos y
plaguetas de la sangre conduce a la acumulacién en la capa intima arterial de grasa,
células y desechos anormales.

El acontecimiento precoz y clave en la aterosclerosis es el dafio al endotelio, esto
puede ser causado por un exceso de lipoproteinas, la hipertensién, la diabetes o
tabaquismo. Inicialmente el dafo solo es funcional, el endotelio se hace mas
permeable a las lipoproteinas que se trasladan por debajo de la capa endotelial, la
intima arterial. Asimismo, el endotelio pierde su cualidad de repeler células, y permite

que las células inflamatorias penetren en la pared vascular.

La entrada de lipidos en la pared vascular constituye un proceso clave de la
aterosclerosis. Las lipoproteinas de menor tamafio, los remanentes y las LDL
(lipoproteinas de baja densidad) son las responsables de la formacién de la placa de

ateroma y por lo que se dice que son las mas aterogeénicas. Esto es en parte porque
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entran en la pared vascular mas facilmente y por otro lado es porque una vez que
estas abandonan el plasma sufren modificaciones como oxidacion y agregacion, las
LDL retenidas en la intima arterial sufren procesos de oxidacién (LDL ox) y generan
productos con actividad quimiotactica para monocitos y células musculares lisas, los
monocitos atraviesan el edotelio y se diferencian a macréfagos, captan de forma
masiva LDL ox y se transforman en células espumosas cuya acumulacion en la intima
origina la formacién de la estria grasa que es un componente de la lesién del ateroma.
En el espacio extracelular los fosfolipidos y acidos grasos de las LDL se oxidan. Las
células espumosas que mueren liberan lipidos que se acumulan dentro de la intima.
Las acumulaciones de lipidos se transforman en los centros de placas
ateroscleroticas. Las placas ateroscleroticas crecen lentamente pero el peligro real es
su rotura subita, que conduce a la formacion de un trombo el cual obstruye la

circulacion arterial teniendo como consecuencia una isquemia’.

No todas las situaciones de rotura de placa producen bloqueos severos o una
oculusion o cierre completo de la luz del vaso arterial. dramaticos y completos de la
luz. Sin embargo, incluso las pequefias hemorragias y los trombos formados dentro
de la placa o en su superficie aceleran la expansion de la placa por lo que la placa
aumenta su grosor mas rapidamente lo que puede empeorar las manifestaciones de
EAC, como isquemia, angina de pecho y arritmia debido a la disminucion de la lu
arterial. El estrechamiento escalonado de la arteria originado por un aumento
progresivo en el grosor de la placa y una disminmucion en el didmetro de la luz

arterial, es el principal mecanismo de expansién de la placa ateromatosa®. (fig. 1)
Eventualmente, el engrosamiento de la pared arterial, la ruptura de la placa y la

oclusion de la pared arterial, conducen a las manifestaciones clinicas de la EAC,

como angina de pecho, arritmia e isquémica.
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Figura 1. Progresion del proceso aterosclerético La aterogénesis inicia como respuesta a una lesion del endotelio
vascular lo que origina una disfuncion endotelial; dicha lesiébn aumenta la permeabilidad de la pared arterial a los
componentes de la sangre y propone tanto la formacién de trombos como la infiltracion lipidica que son elementos
criticos en la progresion de los ateromas. La proliferacién y acumulacién de las células del muasculo liso (CML) y
macrofagos. Los monocitos migran hacia la lesion como respuesta a la acumulacién de LDL’s modificadas, se
transforman a macrofagos que incorporan LDL modificadas transformandose en células espumosas. Esta
captacion de lipidos por macréfagos y CML forman parte de los elementos celulares que componen a la placa
ateromatosa en el nucleo lipidico y necrético. LDL: lipoproteinas de baja densidad; CMLV: células de musculo liso
vascular..

Aungue la EAC es tipicamente considerada como una enfermedad de adultos, los
eventos que conducen a la aterosclerosis comienzan décadas antes de que las
manifestaciones clinicas sean evidentes. Por lo que la aterosclerosis es una
enfermedad inflamatoria compleja que inicia en la infancia y que progresa con la
edad.

El problema de la aterosclerosis es que no se produce por una sola causa si no por un
conjunto de factores que actian de manera simultanea lesionando las arterias. Alguna
de estas causas se puede retirar totalmente porque son factores externos o
ambientales que se pueden modificar o excluir. Aunque existen los factores genéticos
gue predisponen a las personas a desarrollar aterosclerosis precozmente, tales como
las dislipidemias hereditarias, tener niveles elevados de lipoproteina (a) y de

homocisteina.
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Aungue en realidad entre las causas de la aterosclerosis predominan los factores
ambientales que son prevenibles y modificables, tales como la dieta, ejercicio y
obesidad. Siendo este ultimo un problema metabdlico caracterizado por un exceso de
grasa corporal que se manifiesta con un exceso de peso; este trastorno esta
acompafado por una serie de problemas metabdlicos tales como resistencia a la
insulina, estrés oxidativo, aumento en los niveles de lipidos, entre otros problemas los

cuales también estan involucrados en la formacién de placa aterosclerética'®. (Fig. 2)

Herencia
(Factores genéticos)

Factores de Riesgo
(Tabaquismo, V

alcoholismo, etc) Ingestién de alimentos >{ Adiposidad
Actividad fisica.
- - %
Niveles de metabolismo S| seralizacion de
Flujo de metabolitos - adipocitos
Cascadas de (Resistencia a la insulina)
sefializacion
V
Glucotoxicidad
Lipotoxicidad Modificacion de
(estres oxidativo, ——> | proteinas
generacion de ROS) estructurales
\ I
Disfuncion endotelial Respuesta
—>| inflamatoria
<—
~
VA ! Rotura de la
\
lif L Remodelacién de la placa
Pr;)_ : er_a}cuzjn 3( pared arterial y
a(; Ivacion de 1as formacion de la placa
células vasculares del
musculo liso (VSMC) EAC

Figura 2. Esquema general de los factores que participan en el desarrollo de aterosclerosis que desencadenan el
desarrollo de EAC.

El aumento en la ingestion de alimentos y/o el descanso en la actividad fisica dan lugar a cambios en el flujo de los
metabolitos y en la sefializacion de los adipocitos. Los cambios en el metabolismo generan moléculas derivadas de
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la glucosa y los lipidos (glucotoxicidad y lipotoxiciadad) y especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS modifican
aln mas la estructura de las proteinas e interfieren con los sistemas de sefializacion celular. Aparece un grado
debajo de respuesta inflamatoria: esto se ha observado en la obesidad y en la diabetes asi como en la
aterosclerosis *°.

3.2 Factores de riesgo de EAC.

El término riesgo implica la presencia de una caracteristica o factor, o de varios de
ellos, que aumentan la probabilidad de consecuencias adversas. En este sentido, el
riesgo constituye una medida de la probabilidad estadistica de que en el futuro se
produzca un acontecimiento, por lo general no deseado. Un factor de riesgo seria un
eslabén de una cadena de asociaciones que dan lugar a una enfermedad. Muchos
factores de riesgo son observables o identificables antes de que se produzca el
acontecimiento que predicen. El conocimiento y el control de estos factores son

indispensables para la prevencion.

Cuantificar la magnitud y el efecto de un determinado factor de riesgo en relacioén con
una enfermedad es esencial, pero no solo interesa conocer la magnitud de la
asociacion de dos variables, factor de riesgo-enfermedad, sino también las
caracteristicas de dicha asociacién. Primero es importante saber si esta asociacion es
de tipo causal (existente cuando al alterar la frecuencia o calidad de una se sigue de
una alteracion en la frecuencia o calidad de otra). Dicha asociacién es positiva cuando
el aumento del primer factor determina un aumento de la probabilidad de que ocurra
el otro, sin embargo si al aumentar el primer factor el otro disminuye, se dice que la
relacion causal es de caracter negativo. En tanto que una asociacion causal es directa
cuando acontece inmediatamente al efecto, mientras que se habla de una asociacion
indirecta cuando una tercera variable ocupa una etapa intermedia entre la causa y el

efecto!,

Para poder establecer a un factor como un factor de riesgo es necesario realizar una

serie de estudios epidemioldgicos para poder establecer una posible asociacion.

Uno de los mas conocidos estudios epidemioldgicos es el que fue realizado en el

pueblo de Framingham '®, Massachusetts, en Estados Unidos de América, el cual
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reveld la asociacion de hipertension arterial (HTA), tabaquismo e hipercolesterolemia
con el desarrollo de enfermedades cardiacas en los residentes de esta poblacion.
Tanto los estudios epidemiolégicos observacionales como los de intervencion (ensayo
clinico, ensayo de campo, ensayo comunitario) han confirmado la nocion de que

ciertos factores genéticos y el estilo de vida predisponen a los individuos a sufrir EAC.

La identificacion de factores de riesgo proporciona una media para tomar una decision
en el tratamiento, a través de una determinacion mas exacta del estado de riesgo
global y asi disminuir el riesgo del desarrollo de EAC a través de la reduccion de

factores de riesgo modificables. (Fig. 2)

Los factores de riesgo para EAC se clasifican tipicamente en base a su asociacion
positiva 0 negativa con la presencia de la enfermedad basada en la existencia de

factores modificables o no modificables (Tabla 2)*?,

Tabla 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares.
No modificables Modificables

Aumento de Edad Fumar

Sexo masculino Dislipidemia

Herencia (genes) Hipertensién Arterial

Sedentarismo

Obesidad y sobrepeso

Diabetes

Fuente: American Heart association http://www.americanheart.org

En la actualidad aiun no se ha llegado a comprender la causa de la enfermedad
arterial coronaria, pero a través de una gran cantidad de estudios se ha demostrado
gue existen ciertos factores de riesgo asociados al desarrollo de ésta. En la tabla 3 se
enlistan algunos factores de riesgo cardiovascular y la prevalencia de estos en

nuestro pais, que como se puede observar es elevada, por lo que es importante
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tomar medidas preventivas para disminuirlas y por ende lograr asi una disminucién en

el desarrollo de EAC, que cobra tantas vidas a nivel nacional*?.

Tabla 3. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en México

Factores de Riesgo Prevalencia (%)

Hipertension arterial 30

Hipercolesterolemia 27.1
Diabetes mellitus 10.7
Obesidad 24.4
Tabaquismo 36.6
Sedentarismo 55

Sindrome metabdlico 13.6

A continuacién se da una breve descripcion de los principales factores de

riesgo asociados al desarrollo de EAC:
3.2.1 Hipertensidn arterial.

La Hipertension arterial (HTA) puede definirse como la elevacién persistente de
la tension arterial ya sea sistolica, diastolica o de ambas por encima de 140-90
mm Hg respectivamente (OMS).

La ENSA (Encuesta Nacional de Salud) 2000, reveld un incremento en la HTA
a nivel nacional comparado con la encuesta de enfermedades crénicas de
1993, de un 24 a un 30 %. La HTA aumenta con la edad y en un inicio su
prevalencia es mayor en el sexo masculino y después de los 55 afios es mayor
en el sexo femenino. Por otro lado la elevacion en las cifras de la presion
arterial tiene relacion con el indice de masa corporal®®.

Se cree que la HTA incrementa el riesgo de desarrollar EAC por dafio directo

del endotelio vascular y por los efectos adversos en el corazon. El incremento
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de la presidon representa un incremento en la postcarga, lo cual ocasiona un
aumento de presion en la pared del miocardio asi como estrés y también se

ocasiona un incremento en la demanda de oxigeno del miocardio

3.2.2 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica. Se divide en dos categorias,
la tipo 1y la 2. Ambas se caracterizan por un aumento de glucosa en la sangre.
Lo que se debe a una disminucion en la produccion o no produccion de insulina
por el pancreas lo que resulta en una resistencia a la insulina. El efecto de la
diabetes no controlada es la hiperglucemia que con el paso del tiempo causa
severos dafios en muchos érganos y sistemas.

La Diabetes tipo 1 se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y
requiere de la administraciébn de esta hormona. Sus sintomas consisten en
poliuria (excrecién de volumen urinario superior a 3 L), polidipsia (aumento en
la sed y por lo tanto en la ingesta de agua), polifagia (aumento en la ingesta de
alimetos), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio.. La etiologpia de la
DM tipo | posse una predispisicion genética (HLA del cromosoma 6, DR3 y
DR4) més una serie de factores ambientales, tales como la dieta.

La diabetes tipo 2 se debe a la utilizacion ineficaz de la insulina. Este tipo
representa el 90% de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso
corporal excesivo y a la inactividad fisica. Los sintomas pueden ser semejantes

a los de la diabetes mellitus tipo 1, pero a menudo menos intensos™.

La diabetes mellitus es un factor de riesgo cardiovascular, se estima que entre
7 y 8 de cada 10 personas con diabetes mueren por problemas
cardiovasculares™.

Haffner y cols. reportan, en un estudio epidemioldgico, que la supervivencia de

pacientes que padecen diabetes mellitus tipo 2 y EAC menor a ocho afos
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comparada con personas que solo tiene diabetes, por lo que el tiempo de vida
se reduce de manera considerable ademas de que la calidad de vida del

paciente disminuye también de manera importante®®.

3.2.3 Tabaquismo

Desde hace varios afios se sabe que el consumo de tabaco y la exposicion al
humo inducen una elevada morbi-mortalidad. De hecho ya ha sido demostrada
la participacion del tabaquismo como factor de riesgo cardiovascular.

El tabaquismo actia de forma sinérgica con otros factores de riesgo, de forma
que los fumadores con hipertension e hipercolesterolemia pueden multiplicar su
mortalidad cardiovascular 20 veces mas que la de los no fumadores no
hipertensos ni hipercolesterolémicos. *'.

El mecanismo de accién del tabaco sobre el sistema cardiovascular es
complejo, alterando las condiciones hemodindmicas, y produciendo disfuncion
endotelial, alteraciones protrombdéticas y aterogénica, empeoramiento del perfil
lipidico y del metabolismo de carbohidratos, y circulacibn de numerosos
factores proinflamatorios. De hecho se ha visto que el perfil lipidico de los
fumadores es mas aterogénico. Los fumadores presentan mayores niveles de
triglicéridos, colesterol total y LDL, y menores niveles de HDL y apoproteina A-
1 que los no fumadores, cambios que son mayores en relacién con el mayor
consumo de tabaco*®.

La importancia del tabaquismo y su impacto en la salud son devastadores. En
México fallecen 122 personas al dia y mas de 44 000 al afio: 55 % de hombres
y 45 % de mujeres’®. Debido a la gran prevalencia de este padecimiento a la
relacion que guarda con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares es

importante su estudio como factor de riesgo de EAC.
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4 PROTEINAS DESACOPLANTES MITOCONDRIALES (UCP)

El indice de masa corporal (IMC) esta regulado por el balance entre la ingesta y el
gasto energético, y este ultimo depende del metabolismo basal, del ejercicio y de la
termogénesis. Un gasto energético bajo se ha asociado con un incremento en el
desarrollo de la obesidad. La termogénesis es un componente importante que
participa en la regulacién del peso corporal y el gasto energético. Las proteinas
desacoplantes (UCPs por sus siglas en inglés) juegan un papel importante en la
termorregulacion (produccion de calor) y mantenimiento de la tasa metabdlica basal.
Estas proteinas participan en el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la
sintesis de ATP vy disipan la energia normalmente usada para estos procesos en

forma de calor en vez de almacenar la energia en forma de grasa®.

Las UCPs son proteinas que estan implicadas en la termorregulacién y en el
metabolismo energético, por lo que estan involucradas en el desarrollo de la obesidad
como un factor de riesgo para el desarrollo de EAC .

Desde el descubrimiento de estas proteinas su estudio ha cobrado un gran interés por
parte de la comunidad cientifica por su posible participacion en el desarrollo de la
obesidad y sindrome metabdlico. Diversos estudios genéticos en humanos han
mostrado controversia, en el efecto de las UCPs (1, 2 y 3) en padecimientos como la

obesidad, diabetes mellitus, dislipidemia, EAC, sindrome metabdlico entre otros .

Los datos actuales sugieren que las UCPs juegan un papel fundamental en el
sindrome metabdlico, a través de varios mecanismos entre los que destacan el
aumento del gasto energético, disminucién de especies reactivas de oxigeno,
disminucién del peso corporal, todos ellos factores que participan ya sea de manera
directa o indirecta en la formacion de la placa aterosclerdtica y por lo tanto su

participacion en el desarrollo de EAC.
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4.1 Termogénesis.

La termogénesis es la produccion de calor por los organismos. El proceso de
termogénesis metabdlica contribuye al gasto energético y puede ser clasificado en
termogénesis obligatoria y termogénesis facultativa %>, (Tabla 4)

El proceso de ingestion durante la alimentacion, digestion, absorcion y subsecuente
almacenamiento también es un componente obligatorio de la termogénesis®. Los
cambios en la termogénesis obligatoria son usualmente pequefios y son controlados
primeramente por el sistema hipotalamico. La termogénesis obligatoria también
incluye el gasto de energia por el crecimiento, embarazo, lactancia y por crecimiento

tumoral.

Tabla 4. Clasificacion de la termogénesis y principales sitios en el cuerpo en los que

se lleva a cabo?.

Categoria Sitio

1. Termogénesis obligatoria
Esencial y endotérmica Todos los 6rganos

Efecto térmico debido a alimentos (por Intestino, higado, tejido adiposos blanco.
crecimiento, embarazo, lactancia,
tumores e hipertiroidismo)

2. Termogénesis Facultativa

Inducido por ejercicio Musculo esquelético
Termorregulatorio Tejido adiposos marron
Inducido por el frio (se manifiesta con Todo el cuerpo

escalofrios)
Inducido por el frio sin escalofrid

Inducido por la dieta Tejido adiposos marron

La termogénesis facultativa es acompafiada por procesos metabdlicos que pueden

ser modificados relativamente rapido por el sistema nervioso. El ejercicio induce
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termogénesis en el musculo esquelético que esta bajo el control del sistema nervioso
central. Usualmente no es posible realizar la cuantificacion de los componentes
individuales tanto de la termogénesis facultativa como de la obligatoria, primero
porque los componentes de estas pueden presentarse de manera simultanea y
segundo porque la facultativa solo ocurre cuando el sujeto esta consciente de ello, por

ejemplo realizar ejercicio.

La termogénesis es también un componente del balance energético. El nivel de
almacenamiento de la energia en el cuerpo es resultado del balance entre el ingreso
de energia y la termogénesis. La termogénesis facultativa en el tejido adiposo marrén,
parece ser regulada mas por el desequilibrio térmico que por el equilibrio energético,
esto debido a que cuando hay modificaciones en la reserva energética no parece
haber modificaciones de la temperatura corporal a pesar de que los niveles
energéticos varien en un amplio rango. El balance térmico es mantenido por
mecanismos que son especificamente controlados por el sistema nerviosos central e
incluyen el control periférico vasomotor que induce vasodilataciébn o vasoconstriccion,
transpiracion y piloereccion y en algunas especies, salivacién. El balance térmico

también se mantiene por mecanismos corporales periféricos®.

La disipacion de un gradiente electroquimico de protones (generado por el transporte
de electrones) trae consigo el desacoplamiento de la sintesis de ATP lo que origina la
produccion de calor. La generacion de calor es la funcion fisioldgica del tejido adiposo
marrén. Este es diferente al tejido adiposo tipico (blanco) dado que, a pesar de tener
grandes cantidades de triglicéridos, contiene numerosas mitocondrias cuyos
citocromos le dan una coloracion parda. Los seres humanos al nacer tienen grasa
marron o parda en el cuello y en la parte superior de la espalda, que funciona en la
termogénesis facultativa sin temblor (La hidrolisis del ATP que se produce durante la
contraccion del musculo al temblar o cualquier otro movimiento, también produce

calor), pero esta grasa va disminuyendo con la edad.

El gasto de energia en humanos también es sensible a cambios de temperatura

ambiental, pero el efecto en la tasa metabdlica es pequefio. A bajas temperaturas de
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28 a 22°C se ha reportado que causa un incremento del 7% en la produccion de calor

en humanos®.

La dieta también es un potente regulador de la termogénesis facultativa. En el ayuno
la tasa metabdlica puede disminuir en reposo o basal en un 40%. Los individuos con
obesidad crénica tienden a presentar velocidades metabdlicas mas bajas que lo
normal, lo que es probable se deba, en parte, a una velocidad reducida, de hecho,
mientras que los individuos normales aumentan la velocidad de activacion de la
hormona tiroidea frente a la exposicion al frio, los animales obesos por modificacion

genética y los seres humanos obesos no lo hacen®.

El cuerpo tiene varios mecanismos para evitar la obesidad, uno de ellos es el control
del apetito. Otro es la termogénesis facultativa, el mecanismo de este tipo de
termogénesis involucra la liberacién de noradrenalina del cerebro en respuesta al frio,
su union a los receptores B-adrenérgicos del tejido adiposo marrén que induce un
aumento en la concentracion de AMPc el que a su vez inicia una cascada de
fosforilacidn enzimatica que activa el triacilglicerol lipasa. EI aumento resultante de la
concentracion de los acidos grasos no solo proporciona el combustible, sino que
también induce la activacion de las proteinas desacoplantes o UCP. La activacion de
estas proteinas trae como consecuencia la disipacion del gradiente de protones a
través de la membrana interna mitocondrial; de este modo desacopla el transporte de
electrones de la produccion de ATP. La energia, que de otra forma se hubiera

empleado para conducir a la sintesis de ATP, es por tanto liberado como calor (Fig 4).
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Termogénesis Facultativa:

« Variable, requlada por el
cerebro.

» Responde a |a temperatura y a
la dieta

« Ocurre esta presente en las
mitocondrias del tejido cafe ,
masculo esquelético y otros
sitios.

Ingreso de energia (alimentos)

Metabolismo Energia Almacenada (grasa)

« [Basto Energético Total=Calor producido+ trabajo (cuando un organismo esta en
reposo, el gasto de energia total es igual al calor producido, termogénesis)

Actividad Fisica

Gasto de energia obligatorio

«  Requerido para las funciones
celulares y de los drganos.

Fig 4. Perspectiva Termodinamica del Gasto energético. La entrada de energia en los organismos como alimento y la salida
como calor y trabajo. La energia también puede ser movilizada del tejido adiposo. El gasto energético total requiere de un
adecuado funcionamiento de celular y 6rganos; el gasto de energia ocurre como resultado de la actividad fisica, un gasto
atribuido a la termogénesis facultativa, el cual es definido como la produccion de calor en respuesta a la temperatura ambiental

L2
de a la dieta 3.
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4.2 PROTEINAS DESACOPLANTE (UCPs)
LOCALIZACION Y FUNCION

La mitocondria es el organulo responsable de la sintesis de ATP. Este fenbmeno esta
determinado por el flujo de protones obtenidos de substratos reducidos (NADH y en
menor medida FADH) derivados del metabolismo de la glucosa y de los é&cidos
grasos. Los electrones son cedidos por los substratos reducidos creando un gradiente
en la membrana interna de la mitocondria. De acuerdo con la teoria quimiosmoética
definida por Mitchel®®, la transferencia de electrones conduce a la transferencia de
protones a través de la membrana interna mitocondrial, resultando en un gradiente
electroquimico. Si este gradiente de protones es suficiente, se inicia el flujo de
protones hacia la matriz mitocondrial a través del complejo FO-F1 ATPasa,
liberdndose asi la energia necesaria para forsforilar al difosfato de adenosina (ADP) vy
generar ATP que es la mayor fuente de energia celular, a este proceso se le conoce

como fosforilacién oxidativa. (Fig 4)
membi ana externa
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Fig 4. Fosforilacion Oxidativa. Se esquematiza la sintesis de ATP a partir de la fosforilacion de ADP™,

Para que la fosforilacion oxidativa se lleve a cabo, se necesitan varios requerimientos,
entre los cuales se encuentran, la impermeabilidad de la membrana interna
mitocondrial a los protones que es una condicion clave para asegurar el acoplamiento

de la respiraciéon a la sintesis de ATP. La libre permeabilidad de protones (Fuga de
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protones) a través de la membrana interna mitocondrial disminuye la disponibilidad de
protones para la ATP sintasa por lo que afecta el rendimiento de la sintesis de ATP
por oxigeno consumido?®®. Tedricamente, los protones retornan a la matriz mitocondrial
solo a través del complejo ATPasa, lo que daria como resultado un acoplamiento
eficiente entre la degradacion del sustrato y la formacion de ATP. Sin embargo la
eficiencia del proceso no es perfecta; la mitocondria utiliza oxigeno aun en ausencia
de ADP. La parte final (etapa 4) de la cadena respiratoria se caracteriza por la
generacion de calor sin la produccion de ATP. En esta fase el gradiente de protones
se pierde, generando calor, a este fenobmeno se le conoce como “desacoplamiento
mitocondrial’, que se logra por una disminucion del gradiente mitocondrial, que bien
se puede alcanzar al permitir el flujo de protones del espacio intermembranal a la
matriz (fendmeno conocido como fuga de protones en el que hay un aumento de la
conductancia proténica) o a través de la exportacibn de aniones cargados
negativamente de la matriz al espacio intermembranal. Esta caracteristica confiere
ventajas al sistema ya que permite mantener una cadena respiratoria sin saturacion y
disminuye la generacion de radicales superoxido. En forma indirecta regula la
concentracion de NADH, factor determinante en la activacion de la cetogénesis y la
lipogénesis.

Las UCPs son proteinas de membrana de aproximadamente 32 KDa, que pertenece
a la familia de acarreadores mitocondriales y se localizan en la membrana interna
mitocondrial. Cada una estas proteinas catalizan la conductancia de protones, lo que
causa una disminucién del gradiente de protones originado durante la cadena
respiratoria®. A través de este mecanismo las UCP participan en la termogénesis,
mantenimiento del balance redox y disminucién de la generacién de especies
reactivas de oxigeno; esto permite responder a las fluctuaciones en la demanda
energética ya que como resultado del proceso de desacoplamiento se induce la
movilizacion de triglicéridos almacenados, al mantenimiento de la homeostasis

celular y un adecuado funcionamiento corporal®.
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421 Localizacion de las UCP’s

La familia de las UCPs, tienen caracteristicas estructurales y funcionales muy
similares. Comparten una estructura con tres repeticiones con aproximadamente 100

Espacio intermembranal aminogcidos, cada uno
estd unida por dos
regiones hidrofobicas
semejantes que

corresponden a a-hélices

transmembranales. La

Matriz

mitocondrial cadena polipéptidica cruza

la capa lipidica seis veces
Figura 5. Estructura de las UCPs 102 ., .

y la regibn amino vy
carboxilo terminal sobresalen hacia el espacio intermembranal mitocondrial. Las
hélices estan conectadas por un bucle largo hidrofilico que se localiza en la matriz
mitocondrial. La unidad funcional es un dimero formado por dos subunidades

idénticas (Fig. 5).

Los mamiferos tiene 5 proteinas homologas de UCP, de las cuales la UCP1-UCP3
estan estrechamente relacionadas, mientras que la UCP4 y la UCP5 (BMCP1) son
mas divergentes®. La UCP4 tiene una homologia 29%, 33 y 34 % de homologia con
la UCP1, UCP2 y UCP3 respectivamente. Se expresa exclusivamene en el cerebro y
su concentracion aumenta% con la exposicién al frio. La UCP 5 o BMCPL1 tiene una
homologia de34, 38 y 39 de homologia con la UCP1, UCP2 y UCP3 respectivamente,
se expresa principalmente en el cerebro y en menor cantidad en el higado. El frio
incrementa su expresion®.

Después del descubrimiento de la UCP1, se encontraron otras dos proteinas
mitocondriales mas, que tenian la misma actividad desacoplante, la UCP2 y la UCP3.
La UCP2 fue clonada en 1997, a partir de esto se dedujo que la secuencia de
aminoécidos es 55% idéntica a la UCP1%’, en tanto que la secuencia de UCP3 es
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57% idéntica a la UCP1 y 73% idéntica a la UCP2 %%, La UCP4 y la UCP5 se expresan
principalmente en el cerebro. El descubrimiento de esta familia de proteinas, su
amplia distribucién en diversos tejidos y su participacion en la termorregulacion las
hace un tema de estudio interesante ya que se ha observado que participan en la
regulacién del peso corporal®®. En la tabla 5 se muestran el nombre oficial de las UCP

humanas y su loci*®.

Tabla 5. Proteinas desacoplantes humanas (Miembros de la familia de

transportadores de solutos-slc-por sus siglas en inglés solute carriers)'®

Nombre comun Nombre oficial Localizacion del gen
UCP1 SIc25A7 428-g31

UCP2 SIc25A8 11913

UCP3 SIc25A9 11913

UCP4 SIc25A27 6pll.2

UCP5 (BMCP1) SIc25A14 Xg24

4.2.2 Proteina desacoplante 1 (UCP1)

La UCP1 se expresa principalmente en tejido adiposo marrén y promueve el
desacoplamiento de la fosforilacidbn oxidativa y juega un papel importante en la
termogénesis. La UCP1 aumenta la conductividad de los protones en la membrana
interna mitocondrial lo que resulta en un desacoplamiento de la cadena respiratoria y
la produccién de calor. La accion de la UCP1 en este tejido constituye la base
molecular para la termogénesis. A pesar de que la cantidad de tejido adiposo pardo
disminuye en adultos humanos, este tejido es responsable del 1-2% del gasto
energético previniendo asi una ganancia de peso de entre 1-2 kg por afio®®, y aunque
aparentemente la contribucion de este tejido al gasto energético es pequefia, la
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ausencia o disminucion de este puede incrementar el riesgo de obesidad y estar
relacionado con desoérdenes metabdlicos cuando la acumulacion de energia en forma

de grasa ha sido por décadas.

La importancia de la UCP1 en la termogénesis y en la regulacion del peso corporal se
demostré en animales transgénicos deficientes de esta proteina. Los Ratones
deficientes de UCP1 no son obesos ni hiperfagicos® y son sensibles al frio, por otro
lado cuando esta proteina se sobre expresa en tejido adiposo, los ratones no
aumentan de peso cuando consumen una dieta rica en grasas. Cuando se sobre
expresa en tejido musculoesquelético resulta en una resistencia al aumento de peso y
niveles mas bajos de glucosa, insulina y colesterol, ademas de una tasa metabdlica

mayor que en el estado basal o durante el ejercicio®’.

Se sabe que la UCP1 se expresa en tejido adiposo marron, sin embargo se ha
reportado mMRNA vy proteina en tejido adiposo blanco en humanos y ratones®. La
presencia de UCP1 también se ha reportado en grasa perirenal de pacientes adultos
con feocromocitoma (tumor en la medula suprarenal) y alrededor de las arterias del
cuello y en el pericardio de humanos®. También se ha observado que los niveles de
expresion de mRNA de UCP1 en tejido adiposo son significativamente mas bajos en
sujetos con obesidad que en sujetos delgados lo que hace suponer que esta
involucrado en la regulacién del peso corporal tal como ya se mencioné2.

Su concentracibn aumenta con la exposicion al frio, con la estimulaciébn con
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina), agonistas (-3 adrenérgicos,
retinoides y/o hormonas tiroideas. Es activada por la presencia de acidos grasos libres
y es inhibida por diversos nucleétidos® . La UCP1 utiliza como cofactor a la ubiquinona

(también conocida como coenzima Q) para el transporte de protones™:.
Por otro lado, la secuencia de aminoacidos de la UCP1, sugiere que es acarreador de

protones que modifica su estructura al entrar en contacto con diversos aniones (cloro,

bromo, nitratos) y protones.
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Los acidos grasos juegan un papel fundamental en la actividad de la UCP-1. Hasta
ahora aun no se sabe como es que los acidos grasos activan a la UCP1, pero hay
modelos que tratan de explicar este fenémeno.

En el modelo “flip-flop” se postula que la UCP1 une un acido graso en el exterior de la
membrana y lo transporta a través de ella hacia el interior de la mitocondria, donde se
une a un protén que neutraliza la carga aniénica del acido graso®. El complejo es
transportado nuevamente al exterior de la mitocondria. Archega y col indican que
desde el punto de vista estructural esto sugiere que ocurre una traslocacion hidréfilica
en el centro de la proteina, y que el acceso puede estar controlado por un mecanismo
similar a compuertas, ademas de que proponen que los dominios transmembranales
de las UCP1 estdn formados por alfa-hélices que constituyen canales hidrofilicos,
mientras que los loops o bucles contribuyen a la formacién de las compuertas®.

El segundo modelo refiere que los acidos grasos protonados difunden a través de la
membrana interna mitocondrial y que el pH derivado del gradiente promueve su
disociacion en aniones de &cidos grasos en la matriz mitocondrial, estos son
posteriormente exportados de la matriz por la UCP1, en otras palabras en este
modelo los acidos grasos siguen un “circuito” en el que recogen los protones del
espacio intermembranal, fluyen hasta la matriz donde se deshacen de los protones y
la UCP es la que se encarga de hacer volver al acido graso aniénico al espacio
intermembranal. La actividad neta resultante es un aumento en la conductancia
proténica a través de la membrana interna, aunque en este modelo la UCP1 no
transloca protones®.

En el tercer modelo, los &cidos grasos no son requeridos directamente para la
actividad de la UCP1, en vez de esto se propone que actlan como activadores
alostéricos, es decir promueven un cambio conformacional en la proteina lo que lleva
a la actividad protonoférica (0 como translocador de iones hidroxilo), este ultimo
modelo se apoya en el hecho de que los acidos grasos y los nucleétidos parecen

afectar la conductancia proténica descrita como una cinética competitiva simple>.

Se ha estudiado de manera importante los polimorfismos de la UCP1. Diversos
trabajos han sido conducidos en varias poblaciones para esclarecer la asociacion de

este polimorfismo con la obesidad, pero hay resultados controversiales. Aunque
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algunos estudios sugieren asociacion del polimorfismo -3826 A/G con la obesidad,
otros no indican lo contrario y en alguno casos no han encontrado asociacién’>">.
Hasta ahora no se tiene conocimiento de que el polimorfismo de la UCP1 -3826 A/G

modifique la expresion de esta proteina en humanos.

4.2.3 Proteina desacoplante 2 (UCP2).

El gen de la UCP2 en humanos se encuentra en el cromosoma 11qgl, cerca de una
regién asociada a obesidad y diabetes?’ Una caracteristica particular del gen es la
presencia de varios codones de inicio (ATG) con un marco de lectura abierto para un
péptido desconocido de 36 aminoacidos, por lo que podria existir splicing alternativo,
aungue aun no esta demostrado. La region promotora de la UCP2 no tiene caja TATA
que es tipica en muchos otras regiones promotoras, en vez de esto tiene una region
rica en GC, con varios posibles sitios de unién para factores de transcripcion como
SP1, AP-1, AP-2, proteinas de elementos de union de respuesta al AMPc (CREB) y
regulador muscular MyoD*®.Todo esto se ha inferido a través del uso de programas
informéticos porque no se cuenta con evidencia experimental que lo sustente.

Los ligandos que estimulan la actividad catalitica de la UCP2 también pueden
desempeiiar un papel en la expresion de la proteina tales como acidos grasos y
especies reactivas de oxigeno. Los &cidos grasos estimulan la expresion de la UCP2
atraves de los receptores PPAR gamma, el cual se sabe que induce la actividad del
promotor de la UCP2 via elementos de la caja E y en ausencia de unién en la regién
proximal del promotor. En el caso de las especies reactivas de oxigeno aun no se
cuenta con evidencia directa de alguna interaccion entre ROS con elementos de
respuesta a ROS en la region reguladora del gen de la UCP2, solo se tiene la
hipotesis de que asi ocurre y que es por ello que esas ROS regulan la expresion de
MRNA®,

En condiciones de hiperglicemia e hiperlipidemia, la transcripcion del gen UCP2 es
activada por proteinas clave tales como receptor activado proliferador de peroxisoma

(PPAR), y proteinas de unidn a elementos reguladores de esteroles 1-c (SREBP1-C)
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de igual manera especies reactivas de oxigeno (ROS) y sus productos han sido

implicados en la regulacién positiva de la expresién de la UCP2°.

La UCP2 se localiza en multiples tejidos incluyendo el sistema inmune, tejido adiposo
marron, tejido adiposo blanco, musculo esquelético, corazon, riflones, pancreas,
cerebro y en hepatocitos; pero sus niveles de expresion varian dependiendo del tejido
y de la situacion fisioldgica. Desde su descubrimiento, se ha observado que la UCP2
participa en numerosos y variados procesos celulares?’, que dependen del contexto
fisiolégico. Su dependencia a la presencia de acidos grasos es significativamente
menor que la observada con UCP1. Su concentracion en la grasa aumenta con el frio
y por accion de las hormonas tiroideas, como sucede con la UCPL1.

La UCP2 juega un papel importante en la regulacién de la termogénesis adaptativa en
respuesta al frio y a la dieta.

La expresién de UCP2 en musculo esquelético aumenta durante el ayuno o con el
consumo de dietas bajas en calorias, situacion en que la tasa metabdlica basal
disminuye. Adicionalmente estudios en ratones han revelado que la conductancia
proténica basal en ratones Knockout del gen de la UCP2, es la misma que en ratones
control sin embargo estos ratones Knockout no presentan cambios en la
termorregulacion, termogénesis, gasto energético y peso corporal. Esta evidencia
sugiere que UCP2 no contribuye significativamente la termogénesis adaptativa.
También se ha reportado que en células de tejido adiposo blanco los niveles de
expresion de UCP2 son elevados® y que estas células pueden asumir propiedades
semejantes al tejido adiposo pardo bajo condiciones de estimulacion adrenérgica. Los
niveles de catecolaminas elevados aumentan las concentraciones de acidos grasos
libres en el plasma, debido a que aumentan la lipdlisis, las cuales causan un aumento
en la expresion de la UCP2°.

En trabajos previos se observé que en ratones deficientes de la proteina UCP2 no
hubo desarrollo de obesidad ni resistencia al acumulo de grasa inducido por la dieta.
Los animales tenian hiperinsulinemia y resistencia a la infeccion por toxoplasmosis,

fenémeno explicado por un aumento de la produccién de radicales libres superéxido®.
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En la actualidad se cuentan con datos que sugieren que la UCP2 tiene funciones
distintas a las de la UCP1l. Recientemente se describi6 que la UCP2 regula la
secrecion de insulina esto se debe a que por su accién disminuye la cantidad de ATP
y la secrecién de insulina®. Por lo que en el mundo se han conducido diversos
estudios en los que se estudia la relacion de los polimorfismos de esté gen con el
desarrollo de diabetes y obesidad.

Otro mecanismo importante en el que se ha propuesto la participacion de las UCPs en
la regulacion de estrés oxidativo esto se debe a que al desacoplar la fosforilacion
oxidativa de la cadena de transporte de electrones se interrumpe la formacion de
especies reactivas de oxigeno. El proceso de la conductancia protdnica a través de
las UCPs parece ser completamente dependiente de radicales superoxido, que
sugiere un mecanismo de retroalimentacion en situaciones fisioldégicas donde el estrés
oxidativo ocurre durante el ejercicio y ayuno*!. Bajo condiciones de estrés oxidativo la
expresion de UCP2 aumenta, en tales circunstancias la UCP2 desempefia un papel
protector por una limitacion de la produccién mitocondrial de la produccion de ROS y
por lo tanto la prevencion de apoptosis*.

Basado en el papel de las UCP2 en la limitacidbn de la generacion de especies
reactivas de oxigeno y considerando que se expresa de manera relativamente alta en
macréfagos hay estudios que han demostrado el efecto protector de la UCP2 en
contra de la aterosclerosis®. Sin contar que ademés existe diversos estudios que
asocian la participacién de esta proteina con el desarrollo de obesidad que es un
factor de riesgo para el desarrollo de EAC. Por ello es importante estudiar la
participacion de esta proteina y su relacién con la EAC.

Por otro lado también se ha sugerido su posible participacion en el desarrollo de
Diabetes mellitus, esto debido a que se ha observado que en células del pancreas la
UCP2 actia como regulador negativo de la insulina esto al atenuar la secrecién de la
misma. También se ha visto que la disminucién en los niveles de UCP2 aumenta la
resistencia a la insulina en tejidos periféricos como el tejido adiposo blanco® **,
Estudios previos del papel del SNP (single nucleotide polymorphis, por sus siglas en

ingles polimorfismo de un nucleétido sencillo) de la UCP2 en la regién promotora en

32



la obesidad y diabetes han mostrado resultados controversiales en diferentes
poblaciones.

Akami y col, reportaron que el SNP, en la region -866 esta asociada con los niveles de
C-HDL en plasma esto en sujetos iranies sanos, encontraron que el genotipo GG

contribuye con altos niveles de HDL plasmaticos mas que el genotipo AA*,

4.2.4 Proteina desacoplante (UCP3)

En humanos los genes UCP2 y UCP3 forman un claster en el cromosoma 11q13, una
region sinténica (son genes se encuentran en el mismo cromosoma y muy proximos,
tanto que comparten una region) que ha sido ligada a hiperinsulinemia en ratones “°.
El gen UCP3 consiste de 7 exones de aproximadamente 8.5 kb. En humanos este
gen se expresa en dos variantes generadas por un splicing alternativo, un transcrito
codifica para la proteina larga (UCP3L, 316 aminoacidos), mientras que el otro
codifica para una proteina corta (UCP3S; 275 aminoacidos) deficiente del sexto
dominio transmembranal. La variante UCP3S es generada cuando la sefial de paro,
localizada en el dltimo intron termina el mensaje de elongacién prematuramente®’.

La expresion de UCP3 en el musculo esquelético es sometida a una regulacién
transcripcional estricta, pero el mecanismo gue controla su expresion aun no ha sido
totalmente elucidado. En la region proximal a 5 del gen de la UCP3 tiene una
secuencia potencial para elementos reguladores como MyoD (proteina de
diferenciacion miogenica; regula la diferenciacion del tejido muscular), MEF2 (factor
potenciador de los miocitos, factor de transcripcion que regula el desarrollo muscular),
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) y receptores para hormonas
tiroideas que son factores de transcripcion; estos factores de regulacion ayudan a
entender los patrones de expresion musculo especifico de la UCP3. La region
promotora también tiene un sitio para elementos de respuesta a acido retinoico®. La
presencia de elementos de respuesta a PPAR estda de acuerdo con numerosas
observaciones fisioldégicas que muestran que altos niveles de &cidos grasos en el

plasma, los cuales son ligandos de PPAR, inducen la expresién de UCP3%.
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Actualmente ya se sabe que la transcripcion del gen de UCP3 es controlada por la
activacion de los receptores PPARa y PPARS™.

La region promotora de UCP3 también tiene una region para la uniéon de CREB
(cAMP response element-binding, elementos de respuesta a CAMP), sugiriendo que la
transcripcion del gen puede ser activada por estimulos fisiolégicos que involucren a
cAMP como segundo mensajero, tal como un estimulo adrenérgico. De hecho una
estimulacion de receptores (-adrenérgico afecta en cierta medida la expresion de
MRNA de UCP3, esto puede deberse a que al ser activado este receptor, hay un
aumento en la lipdlisis por lo que aumenta la cantidad de acidos grasos libres en el
plasma que son ligandos de los receptores PPAR los cuales aumentan la

transcripcion del gen de la UCP3.

La UCP3 se expresa en tejido musculo esquelético, tejido adiposo pardo, células (3 del
pancreas’'y corazén; aunque los niveles de proteina parecen ser bajos en el corazén
que oxida en gran cantidad acidos grasos en comparacion con el musculo
esquelético®®. Su respuesta fisiologica en el tejido adiposo es similar a la descrita para
UCPL. Sin embargo, el frio no modifica su expresién en el tejido muscular.

El papel de la UCP3 en la termogénesis parece ser compleja, el hecho de que en
condiciones de ayuno su expresion aumente en células del musculo, tomando en
cuenta que bajo estas condiciones el gasto energético es conservado resulta
contradictorio, pero esto podria ser mas a consecuencia del incremento de los niveles
de &cidos grasos que una simple disminucion en la ingesta de alimentos, a pesar de
que este resultado es contradictorio, existe evidencia que la expresion de la UCP3
aumenta en animales por exposicién al frio y disminuye en ambientes calidos®®. Con
esto se puede decir que la UCP3 contribuye a la termogénesis adaptativa en

humanos aunque no tan significativamente como la UCP1.

Sin embargo, como sucede con la ausencia de UCP2, la falta de UCP3 causa
aumento de la produccion de radicales libres, es por ello que se ha sugerido que la
UCP3 desempefia un papel importante en la proteccion contra ROS. De acuerdo con

esto se ha propuesto un modelo en el que se sugiere que la proteina puede ser
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activada con superéxidos enddgenos y exoégenos asi como productos de la
peroxidacién de lipidos, disipando asi el potencial de membrana mitocondrial y
teniendo como consecuencia una disminucion en la produccion de ROS. Esta teoria
estd basada en diversos trabajos que muestran que la UCP3 disminuye la oxidacion
de proteinas en el musculo esquelético y que aminora la produccién de ROS durante
ejercicio. También se ha observado que ratones transgénicos que sobrexpresan
UCP3, tienen una disminucion en la produccion de ROS. Otros trabajos han sugerido
que la UCP3 estéa involucrada en el transporte de acidos grasos en la mitocondria. La
sobreexpresion de UCP3 incrementa el transporte de acidos grasos. En contraste, la
sobre-expresion de la UCP3 en el tejido muscular tiene consecuencias clinicas. Los
animales pierden peso a pesar de tener hiperfagia (aumento excesivo de la sensacion
de apetito), esos animales también presentan una mejoria en la sensibilidad a la
insulina como sucedié en el animal que sobre-expresa UCP-1 en el muasculo, es
importante recalcar que, este fendbmeno sélo se observé cuando se alcanzaron
concentraciones muy altas de UCP3, ademas de que los ratones mostraron un
aumento en el estado 4 de la respiracion y un 12 % de disminucién en el potencial de
membrana, indicativo de desacoplamiento mitocondrial®.

La expresiéon de mRNA UCP3 es regulada positivamente en respuesta al estimulo de
los factores de transcripcion PPAR y MyoD, en el musculo. Por otro lado se ha
sugerido la posible participacién de la UCP3 en el metabolismo de la hormona tiroidea
ademas de que ya se identificé un elemento de respuesta a esta hormona en la region
promotora de la mRNA de la UCP3>°, la estimulacién de la transcripcién de UCP3 por
la hormona tiroides sugiere que la UCP3 puede estar involucrada en el gasto
energético y en el metabolismo de las grasas, debido a que la hormona tiroidea
participa directamente en estas funciones fisiologicas.

En numerosos estudios se ha propuesto que el SNP en la posicion -55 en la region
promotora del gen de la UCP3 esta relacionado con la obesidad y con la DM2, se ha
observado que este polimorfismo esta asociado con un aumento en la expresion de
MRNA de UCP3 en el musculo esquelético. En un estudio que relaciona el
polimorfismo de la UCP3 en la posicién -55 con la obesidad y diabetes, se observé

que el alelo T esta relacionado con el aumento de mRNA en el mtsculo®®y en un
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estudio diferente se relacion6 a este alelo con altos niveles de gasto energético
durante el reposo en comparaciéon con el alelo C*’. Por lo que se puede ser que la
UCP3 intervenga en la regulacion del IMC.

En la figura 6 se ilustra la regulacion de las UCPs a niveles transcripcional,
traduccional y la activacion de las proteinas asi como la degradacion de estas por el
proteasoma citosolico. En ella se resume la activacion regulacion y degradacion de
las UCPs ®

Transcripcién Traduccién Activacién Degradacion
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Figura 6. Expresion de los genes UCP y su actividad es regulada en mdiltiples pasos. Estimulos como frio y
sobrealimentacion activan las vias simpatomiméticas que actian en la caja de UCP1 (2.5 Kb corriente arriba) de tal modo que
hay un incremento en la expresion del gen UCP1 en tejido adiposo marron. Estas vias también pueden incrementar la lipolisis
resultando en un aumento de la cantidad de acidos grasos que estimulan la actividad catalitica dela UCP1, la inhibicién de las
vias lisosomales que degradan a la UCP1 también puede contribuir a una optima termogénesis mediada por la UCP1. UCP2
parece estar en varios tejidos. Su expresion genética es regulada por varios nutrientes y citosinas /inmunomoduladoras, los
cuales actian via PPAR y SREBP a nivel transcripcional. La eficiencia de la traduccion es regulada por el marco de lectura
abierto que se encuentra corriente arriba o por un pseudo-codon de inicio en la regién 5"UTR, y esta regién parece ser activada
por glutamina. La UCP3 que se encuentra principalmente en musculo esquelético por coordinacién de PPAR y de los elementos
MyoD. A 1.5 kb corriente arriba esta el elemento que controla su expresion tejido especifica en el tejido adiposo marrén. Los
elementos PPAR pueden transmitir informaciéon de cambios en el metabolismo de acidos grasos y la expresion del gen de UCP3.
El factor de transcripcién ATF1 parece regular la transcripciéon de UCP3 inducida por hipoxia mientras que TRE’s media la
respuesta a la hormona tiroidea. La eficiencia de la traduccién ain no ha sido estudiada, pero hay un pseudo codén de inicio en
la regiéon 5'UTR, que supuestamente captura ribosomas. UCP2 y UCP3 (pero no UCP1) parecen ser rapidamente retirados por el
proteasoma. TRE= elemento de respuesta a hormona tiroidea, BAT= tejido adiposo pardo, SKM= tejido musculo esquelético.s.

V. Planteamiento del problema.
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Los desérdenes metabdlicos tales como la obesidad, diabetes mellitus y dislipidemias
son las principales causas de desodrdenes ateroscleroticos que es la causa primordial
de EAC®, la cual se encuentra entre las primeras causas de muerte a nivel nacional.
Los pacientes con EAC pueden desarrollar cardiopatia isquémica, arritmia y angina de
pecho debido a la obstruccién de las arterias coronarias por formacion de placa
aterosclerotica, si la placa se desestabiliza y se rompe puede originarse un bloqueo
arterial que desencadene un infarto al miocardio.

El tratamiento de este problema de salud puede abordarse de distintas maneras, lo
mas aconsejable es la prevencidén desde etapas tempranas, controlando factores de
riesgo y estimulando habitos de vida saludables. Una vez desarrollada la enfermedad,
el tratamiento puede ser terapéutico o invasivo, considerando en esta Ultima opcién la
cirugia de revascularizacion coronaria. El propésito de la cirugia de revascularizacion
coronaria, es restablecer la circulacion sanguinea al musculo cardiaco isquémico,
como consecuencias de la obstruccion de la luz de los vasos. La cirugia cardiaca es
considerada la ultima opcién terapéutica debido a los riesgos que se corren al ser
sometidos a ella, ademas de que implica elevados costos econdmicos.

En el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez, tan solo en la Ultima década
se realizaron 1356 cirugias de revascularizacion coronaria y un total de 3104
pacientes fueron sometidos a cirugia de remplazo valvular, que representa casi el
doble de la cantidad en comparacion con las cirugias de revascularizacion, lo que

indica la magnitud del problema y los elevados costos econdmicos que esto implica.

Como todos los desérdenes multifactoriales, la obesidad es determinada por factores
genéticos y ambientales que se manifiestan por un desbalance entre el ingreso y
gasto energético.

Es por ello que desde hace algunos afios se inicio la busqueda de genes involucrados
en su origen y desarrollo, debido a que las UCPs son proteinas que estan
involucradas en el gasto energético y al parecer también en el metabolismo de lipidos,
es importante estudiar las variantes genéticas como los polimorfismos que pueden

afectar el metabolismo y propiciar el desarrollo de obesidad y de EAC.
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La UCP1, 2 y 3 son tres de las proteinas de la familia de las UCPs que estan
involucradas en el metabolismo energético.

En el presente trabajo se estudiaron los polimorfismos de tres genes la UCP1, UCP2
y UCP3 para determinar su relacién con la EAC y con algunos factores de riesgo
asociados al desarrollo de esta enfermedad tales como la obesidad, diabetes mellitus
y niveles de lipidos. Los polimorfismos estudiados se encuentran en la region
promotora (UCP1 -3826 A/G, UCP2 -866 G/A y UCP3 -55 C/T), por lo que el cambio
de un solo nucleétido, se cree podria afectar los niveles de transcripcion de la
proteina y por ende se esperaria un cambio en la actividad de estas en el organismo
que se traduciria en una ganancia o pérdida de peso corporal de igual manera se
esperaria que el perfil lipidico se afectara, debido a que ambos factores estan
relacionados con el desarrollo de la placa aterosclerética y de la EAC.

Es importante estudiar los polimorfismos de las UCPs en pacientes mexicanos con
EAC para determinar su relacién con el desarrollo de la EAC y sus principales
factores de riesgo.
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Objetivos General

Determinar la relacién entre la frecuencia genética de los polimorfismos de las
UCPs (UCP1 -3826 A/G, UCP2 -866 A/G, UCP3 -55 C/T ) con la enfermedad
arterial coronaria (EAC) en pacientes con cirugia de revascularizacion

coronaria.

Objetivos Especificos.

. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las UCP (UCP1 A-3826G,
UCP2 A-866G, UCP3 C-55T) en sujetos con cirugia de revascularizacion
coronaria (casos) y sujetos con cirugia de reemplazo valvular (controles).

. Determinar la asociacion entre las UCP (UCP1 A-3826G, UCP2 A-866G, UCP3
C-55T) con las caracteristicas clinicas en ambos grupos de estudio.

. Analizar la relacién entre los genotipos y las caracteristicas clinicas, con la
susceptibilidad a EAC.

. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de nuestra poblacion con otras

poblaciones del mundo previamente reportadas.
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VI. Hipotesis.

Si la obesidad y las dislipidemias son factores de riesgo para el desarrollo de EAC
que conlleva a los pacientes a una cirugia de revascularizacion coronaria 'y las UCP
estan involucradas con estos factores de riesgo, entonces se espera que los
pacientes con cirugia de revascularizacion coronaria presenten diferencias en las
frecuencias alélicas y genotipicas de las UCPs (UCP1 -3826 A/G, UCP2 -866 A/G,
UCP3 -55 C/T) en relacion a los pacientes con cirugia de recambio valvular (grupo

control).
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

1. Descripcion

Se realizd un estudio transversal también conocido como estudio de prevalencia
(estudio estadistico demogréfico es de tipo observacional y descriptivo que permite
estimar la magnitud y distribucion de una enfermedad o condicion en un momento
dado), se estudiaron pacientes sometidos a cirugia cardiaca en el Instituto Nacional
de Cardiologia “Ilgnacio Chavez” de Marzo del 2010 a febrero del 2011, los cuales se

clasificaron de acuerdo al tipo de cirugia al que fueron sometidos en 2 tipos:

A. Pacientes de cirugia de revascularizacion de arterias coronarias.

B. Pacientes de cirugia de reemplazo valvular.

A cada uno de ellos se les tomd una muestra de tejido adiposo de la regién toracica,
donde se evalud la expresion génica de las UCPs. Asi mismo, se tomO una muestra
de sangre total periférica de los sujetos con al menos 12 horas de ayuno en tubos
estériles con EDTA para la determinacion del perfil de lipidos y el analisis de DNA.
Todos los participantes del estudio firmaron una carta de consentimiento informado. El
estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Cardiologia

Ignacio Chavez y fue conducido de acuerdo con la declaracion de Helsinki.

1.1 Poblaciéon de estudio:

La poblacion de estudio consistié de pacientes mexicanos que fueron sometidos a
cirugia de revascularizacion coronaria y recambio valvular en el Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, de marzo del 2010 a febrero del 2011. El estudio fue
aprobado por el comité de ética del INC. Los partitipantes firmaron la carta de
consentimiento informado.

Todos son mexicanos de nacimiento y con dos generaciones de ancestros en el
territorio nacional, con apellidos y caracteristicas fenotipicas tipicas de la poblacion

mexicana mestiza.
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A continuacién se enumeran los criterios de inclusion y exclusion por grupo de

estudio:

Criterios de inclusién por grupo de estudio:

PACIENTES VALVULARES (Grupo control)

Pacientes con enfermedad valvular con criterios de correccion quirdrgica,
independientemente de la técnica quirdrgica empleada intervenidos en el
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” a partir de marzo del 2010
hasta febrero del 2011.

Pacientes con enfermedad valvular con etiologia reumatica, congénita,
funcional, endocarditis y degenerativa.

Pacientes con enfermedad valvular programados para cirugia electiva o de
urgencia. Con estudios de imagen y laboratorios completos que confirman el
diagnostico.

Pacientes con enfermedad valvular programados para cirugia correctiva con
alguna otra patologia agregada.

Pacientes sometidos a recambio valvular de manera electiva o de urgencia
Pacientes con enfermedad valvular programados para cirugia correctiva

mayores de 45 afios.

Los pacientes pertenecientes a este grupo no tienen relacion con la EAC. Es

importante mencionar que en general, las valvulas cardiacas pueden afectarse por

dos tipos fundamentales de lesién: la estenosis (disminucién del area valvular), la

insuficiencia (imposibilidad de cerrar adecuadamente) o la combinacion de las

anteriores. La etiologia es multiple, en este medio predominan aun las secuelas de

fiebre reumatica, seguidas de la patologia degenerativa, infecciosa, traumatica, por

alteraciones estructurales o isquémicas, en el caso de que esta ultima hubiera sido

la causa del padecimiento valvular el paciente se excluyd del grupo control y se

incluyé en el grupo de EAC*.
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PACIENTES CORONARIOS (Grupo de estudio)

Pacientes con enfermedad coronaria con criterios de correccion quirdrgica
independientemente de la técnica empleada y del tipo de hemoducto usado,
independientemente de la edad de los pacientes, intervenidos en el Instituto
Nacional de Cardiologia “Ilgnacio Chavez” a partir de marzo del 2010 hasta
febrero del 2011.

Pacientes con enfermedad coronaria, con enfermedad de tronco o su
equivalente diabéticos y no diabéticos

Pacientes con fracaso de angioplastia primaria y con estenosis coronarias de
alto riesgo.

Pacientes con estenosis post stent

Pacientes con trombosis post revascularizacion

Pacientes sometidos a cambio valvular por disfuncion de origen isquémico con
0 sin revascularizacion coronaria.

Pacientes programados para cirugia electiva o de urgencia con laboratorios y

estudios de imagen completos

e Criterios de exclusion.

Pacientes con patologia neurolégica que contraindique el procedimiento

quirdrgico

Pacientes con alteracion en las pruebas de funcion tiroidea

Pacientes que se negaron a participar en el presente estudio
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1.2 Tamaifo de la muestra:

La poblacion total de estudio fue de 131 pacientes de los cuales 91 son del

grupo de valvulares (grupo control) y 40 son coronarios. Todos los participantes

firmaron la carta de consentimiento informado.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Para el calculo del tamafio de muestra de los pacientes se usoé la formula de

calculo de proporciones en muestras independientes, con un poder estadistico

del 95% (p<0.05)

Prueba de 2 colas.

p:=0.26 p=0.26+0.57/2= 0.415
p2=0.7134 0=0.585

p,= 0.3184 p1=0.26

0,=0.6816 p2=0.57

Z1-a/2= 1.96 (p1-p2)° Delta : 0.09
Z1-p=0.84

Ms =M[1+ (m — 1)p] = Numero de observaciones por grupo

v/ 2pq 71— +plql + p2qg2

M= M2 = (21— 0a/20 7 72
M=[1+(5-1)p]
M=[1+ (5-1)0.28]

p= Correlacion intraclase: 0.28 (Casos = 0.26 y controles.0.57)

1+ (1.365+0.5820) ? 53 1 d
031 2 =~ = 11por grupo de gen

(agrupado para casos y controles serian 33 en casos y 33 en controles).
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El nivel de confianza (1-a ). El nivel de confianza prefijado da lugar a un coeficiente
(Za). Para una confianza del 95% = 1.96.

2. Metodologia.

A cada paciente se le tomé una muestra de sangre periférica después de al menos 12
horas de ayuno. Se tomaron aproximadamente 8 mL de sangre que fueron colectados
en 2 tubos con EDTA.

2.1Determinacion de perfil de lipidos

Se usaron 4 mL de sangre periférica, tomadas en tubo que contenian EDTA como
anticoagulante, los pacientes tenian al menos 12 horas de ayuno. Las muestras
fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos para separar el plasma. A partir
del cual se realizé el perfil de lipidos. El colesterol total y triglicéridos, fueron
determinados por métodos colorimétricos enzimaticos (Boheringer Mannheinm,
Alemania) adaptados a un analizador Hitachi 705. El colesterol HDL (C-HDL) fue
medido después de la precipitacidon de las lipoproteinas que contienen apoB mediante
la utilizacién de fosfotugstato/Mg?*. Las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) fueron
calculadas en las muestras con triglicéridos menores a 400 mg/dL usando la formula
de Friedewald (1972). Todos los ensayos se realizaran bajo un esquema de control de
calidad externo (Lipid Standardization Program, Center for Disease Control in Atlanta,
GA).
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2.2 Extraccion DNA

Para la extraccion de DNA se usaron 4 mL de sangre periférica recolectadas en tubos
con EDTA. Se centrifugé a 2500 rpm durante 15 minutos y se separ0 el plasma del

paquete celular.

La extraccion de DNA se realizd con la técnica de expulsién de Miller con ligeras
modificaciones en la misma. (Miller, 1988). EI DNA se cuantificO mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. Posteriormente el DNA se

ajusto a una concentracion de 200 ng/uL. Ver apéndice B.

2.3 Determinacién del genotipo

Para la determinacién del genotipo se usé la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) para amplificar la regién de
interés de cada gen. En la tabla 5 se muestran las condiciones empleadas para la
amplificacion de los sitios polimérficos de cada gen. La mezcla de reaccién incluyo: 1
Mg de DNA, 1 pmol/uL de cada iniciador, 20uM de cada deoxinucleétido trifosfatado
(dNTP), 2 mM de MgCI2, 10% de dimetilsulfoxido, 1X de buffer de reaccion y una
unidad de Taq polimerasa (Applied Biosystems) en un volumen total de 25 pL. La
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador (Perkin Elmer 9700). Las
condiciones de la reaccion fueron 10 min a 95 °C y 40 ciclos a 95°C por 15 segundos
y 1 minuto a 60 °C. Los niveles de fluorescencia de los productos de la PCR seran
cuantificados usando un programa especifico

Se determind la region amplificada en la PCR mediante la electroforesis en gel de
acrilamida a 80 V durante 2.5 horas. El tamafio de las bandas obtenidas para los
polimorfismos UCP1 -3826 A/G, UCP2 -866 A/G y UCP3 -55 C/T fueron 279 bp, 363
bp y 105; respectivamente. Apéndice C.
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Para determinar el genotipo fue necesario poner los productos amplificados obtenidos
a digerir con enzimas de restriccion especificas, ya que estas cortan en determinados
sitios lo cual no ocurre si es que se presenta el cambio en una de las bases. En la
tabla 6 se muestran las condiciones de la digestion y la enzima empleada en cada
caso.

Después fue necesario realizar una electroforesis en gel de acrilamida para poder
determinar los sitios de corte de cada una de las enzimas y de acuerdo al tamafio de
las bandas obtenidas, determinar el genotipo de cada individuo para cada uno de los
polimorfismos. Para revelar las bandas obtenidas en el gel de acrilamida fue

necesario realizar la tincién con nitrato de plata (Ver apéndice Fy G).

e Interpretacion de los SNP’s estudiados en el Gel acrilamida:

v’ Para el caso del SNP de la UCPl1 -3826 A/G, se observaron las bandas
correspondientes a los alelos presentes en el DNA, GG= 279 pb (una banda),
AG=279, 157 y 122 pb (tres bandas), AA=157 y 122 (dos bandas)a continuacion

se muestra una figura que ilustra el patron de bandas obtenido para este

polimorfismo:
Gel acrilamida UCP1 -3826
300 pb S
250 pb _ o Alelo 1 (G):279pb
150 pb - - Alelo 2 (A):157 y
100 pb — 122pb

50 pb

1,1 12 22

Marcador GG GA AA
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Fig 7. Representacion grafica del gel de acrilamida y las bandas obtenidas despues de la digestion del

amplificado de la UCP1 con la enzima Bcll.

Para el caso del SNP de la UCP2 -866 A/G, se observaron las bandas
correspondientes a los alelos presentes en el DNA, GG= 363 pb (una banda)
AG=363, 291y 72 pb (tres bandas), AA=291 y 72 pb (dos bandas), a continuacion
se muestra una figura que ilustra el patron de bandas obtenido para este

polimorfismo:

Gel acrilamida UCP2 -866

400 pb e
300 pb

250 pb Alelo 1 (G):363pb

150 pb - Alelo 2 (A): 291y

- 72pb
100 pb —

50 pb
11 12 22

Marcador GG GA AA

Fig 8. Representaciéon grafica del gel de acrilamida y las bandas obtenidas despues de la digestion del

amplificado de la UCP2 con la enzima Miul.

Para el caso del SNP de la UCP3 -55 C/T, se observaron las bandas
correspondientes a los alelos presentes en el DNA, TT= 105 pb (una banda),
CT=105, 94 y 11pb (tres bandas), CC=94 y 11 (dos bandas) a continuaciéon se
muestra una figura que ilustra el patron de bandas obtenido para este

polimorfismo:
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Gel acrilamida UCP3

Fig 9. Representacién grafica del gel de acrilamida y las bandas obtenidas despues de la digestion del
amplificado de la UCP3 con la enzima BSeDI.
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Tabla 6 . Regiones amplificadas de la UCP:

Posicién

Iniciadores

Condiciones PCR

Condiciones de
Digestion

Tamafio del Digerido
(bandas que indican
la region de corte de
las enzimas y que
permiten determinar
el SNP)

UCP1 A- Promotor F:5 CCA GTG 94°C/ 35 94 °C/30 60°C/ 72°C/ 72°C/ Bell/Th/50°C  GG= 279 pb (una
3826G g;g ig;ﬁ'g—r 5 minutos segundos 30 30 7 minutos banda)
segundos  segundos AG=279, 157 y 122 pb
R: 5°"GCA CAA (tres bandas)
AGA AGA _
AGC AGA 935;;7 y 122 (dos
GAG G3
ucp2 A- Promotor F:5'CAC GCT 50°C/2 45 95°C/ 15 66 °C / 72°C/ 72°C/ Miul/16h/37°C  GG= 363 pb (una
866G GCT TCT GCC minutos segundos . . banda)
AGG AC 3 1 minuto 30 7 minutos
segundos AG=363, 291 y 72 pb
R: 5’AGG CGT Después (tres bandas)
CAG GAG _
ATG GAC CG 95°C/10 AA=291 y 72 pb (dos
3 . bandas)
3 minutos
UCP3 C-55T promotor F:5CCT CCC 95°C/ 35 95 °C/30 53°C/ 68 °C/ 68 °C/ BSeDI/16h/37° TT= 105 pb (una
g;(c:: I((;:AgCCT 10 segundos 30 30 5 minutos banda)
minutos segundos  segundos CT=105, 94 y 11pb
R:3’'GGC ACT (tres bandas)
GGT CTT ATA _
CCC AC 3 CC=94 y 11  (dos

bandas)
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2.4 Revision de historial clinico

Se realizé una revision del historial clinico de cada paciente para extraer datos clinicos

relevantes, la revision se realizo via intranet.

Para la revision fue necesario conocer el nombre y el nimero de registro de cada
paciente, ya que el acceso al historial clinico es a través de una red para la cual se
requiere contar con una autorizacion. Todos estos datos fueron mantenidos bajo

confidencialidad.

A partir del Historial clinico, se obtuvieron datos sobre el paciente, tales como
alcoholismo y tabaquismo. EIl diagnostico de estos dos parametros fue hecho por
meédicos especialistas del INC, quienes para hacer este tipo de diagnostico se basan en
las reglas que establece la Asociacion Americana de Psiquiatria en el manual de
diagnostico y estadistico de los trastornos mentales '*, donde se indica que se
diagnostica alcoholismo cuando una persona bebe mas de 40 gramos de alcohol al dia
de manera frecuente en los ultimos 12 meses y tabaquismo cuando se consume al
menos 1 cigarro por dia durante los dltimos doce meses, ademas el diagnostico
también se apoya en una serie de trastornos psicolégicos y sociales.

3. Andlisis estadistico.

Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de las variantes de la UCP se
obtuvieron por conteo directo. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar
el efecto de los genotipos de las UCPs sobre el perfil de lipidos y el indice de masa
corporal (IMC) y el resto de las variables.

Se realiz6 una prueba de chi cuadrada para evaluar diferencias significativas entre las
diferencias de las variables nominales de los grupos de estudio.

Se realiz6 la prueba de chi cuadrada, con la comparacion de las frecuencias
observadas y esperadas, mediante la férmula (p+q)" donde p y q representan las
frecuencias de dos alelos alternativos en un gen (donde p+ q =1) y n=2 que representa
el par de alelos de la posicion en el gen autosémico, para determinar si las variantes

individuales estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg en cada loci en la poblacion.
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Cabe mencionar que el equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para
genética de poblaciones, que se basa en las siguientes hipotesis :

1. La poblacion es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad de
aparearse y el apareamiento es al azar, (panmixia).

2. La poblacion es suficientemente grande (para minimizar las diferencias existentes
entre los individuos).

3. La poblacion no esta sometida a migracion, mutacion o seleccion (no hay pérdida ni
ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de generacion en
generacion.

Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas se dice que las poblaciones se

mantienen en equilibrio.

Los datos se expresan como la media desviacion estandar (SD). Las frecuencias se
expresan como porcentajes. La asociacion entre las variables continuas se llevé a cabo
por la correlacion de Pearson.

El estudio de asociacion mdltiple de los polimorfismos fue calculado con SNPStats
software®”.

La fuerza de las asociaciones se calculd6 como riesgo relativo por el método de Woolf,
razén de momio (OR), para lo cual se realizé una tabla de contingencia de 2 X 2,
también se realizé la prueba de x* para determinar la significancia estadistica de las
asociaciones. Un valor de p menor de 0.05 fue considerado significativo. Todos los

andlisis se realizaron con el programa estadistico SPSS v.17 (SPSS Inc. Chicago,lIL).
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VIIl. Resultados y Discusion.

Se llevo a cabo un estudio transversal de marzo del 2010 a febrero del 2011 en el
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” , se estudiaron 129 pacientes en
total, 42 pacientes con cirugia de revascularizaciéon coronaria (33%), diagnosticados
con EAC, por un médico especialista del INC y 87 pacientes (67%), correspondientes al
grupo control a quienes se les realiz6 una cirugia de reemplazo valvular; es importante

mencionar que el padecimiento de estos sujetos no esta relacionado con la EAC.

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA POBLACION TOTAL Y POR GRUPO DE
ESTUDIO (CONTROLES-VALVULARES Y CASOS-CORONARIOS)

Los promedios de las caracteristicas clinicas de la poblacion total se muestran en la
tabla 7. La edad de los sujetos fue de 53+15.4 afos, el 60% de la poblacién de estudio
son hombres (77) y el 40% (52) mujeres. En cuanto a los niveles de lipidos, el
colesterol total (160.0£63.4 mg/dL) y glucosa (108.8+34.9 mg/dL), se encontraron
dentro del rango normal, sin embargo, los niveles de C-HDL se encontraron por debajo
de los limites, esto es 37.4+17.8 mg/dL. Esto, de acuerdo con los rangos de referencia
establecidos por el NCEP/ATPIII, en donde indican que valores menores a 40 mg/dL de
C-HDL representan un factor de riesgo asociado con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares *°.

Otro dato importante fue la frecuencia de tabaquismo 45.7 %, esto es, casi la mitad de
la poblacién total, en tanto que el 24 % de la poblacion presenté algun grado de
alcoholismo. Por otro lado el 40% de la poblacion de estudio presenté HTA que es un
padecimiento que aumenta el riesgo de sufrir EAC o accidente cerebrovascular®®. Se
sabe que las personas que padecen HTA y que ademas son obesas, fuman o tienen
niveles elevados de colesterol en sangre, tienen un riesgo mucho mayor de tener EAC

que si solo presentan HTA como factor de riesgo aislado™®.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio.

Caracteristicas Clinicas de la poblacion de

Estudio.

n=129
Edad (afos) 53.5+15.4
Peso(Kg) 68.9+11.6
Talla(m) 1.6£0.09
IMC 25.8+3.7
Hombres % (n) 59.7 (77)
Mujeres % (n) 40.3 (52)
TA sistélica (mmHQ) 132+£12.0
TA diastolica(mmHg) 69.6+9.0
Tabaquismo % (n) 45.7 (59)
Alcoholismo % (n) 24.0 (31)
HTA% (n) 41.1 (53)
Diabetes % (n) 20.9 (27)
Colesterol Total (mg/dL) 160.0+63.4
Triglicéridos (mg/dL) 164.4+220.8
C-HDL (mg/dL) 37.4+17.8
C-LDL (mg/dL) 93.0+38.9
Glucosa (mg/dL) 108.8+34.9
Frecuencia Cardiaca 71.7+£10.0
Frecuencia Respiratoria 18.0+9.9

En base a las caracteristicas anteriores, se dividié a la poblacion de acuerdo al tipo de
cirugia en controles (n=87) (cirugia de recambio valvular) y por el grupo de estudio
(n=42) formado por sujetos a quienes se les realiz6 una cirugia de revascularizacion
coronaria con diagnostico de EAC. En la tabla 8 se muestran las caracteristicas
clinicas. Los datos se expresan como el promedio + la desviacién estandar, las
variables nominales (género, frecuencia de alcoholismo, tabaquismo, HTA, diabetes) se

expresan como (%) frecuencias en cada grupo.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas por grupos de estudio.

Grupo Control Grupo EAC p
n=87 n=42

Edad (afios) 49,9+ 17.0 60.8+8.7 0.000*
Peso(KQ) 67.7£12.3 71.3+9.8 0.100
Talla(m) 1.62+0 .09 1.66+.08 0.015*
IMC 25.7+4.0 25.9+3.0 0.863
Hombres (n) 40 37 0.000*
Mujeres (n) 47 5 0.000*
HTA% (n) 35.6 (31) 52.4(22) 0.071
Tabaquismo% (n) 36.8 (32) 64.3 (27) 0.003*
Diabetes% (n) 12.6 (11) 38.1 (16) 0.003*
Alcoholismo% (n) 21.8 (19) 28.6 (12) 0.387
Estatinas% (n) 9.5 (8) 72.5 (29) 0.000*
TA sistélica (mmHg) 112.6+13.2 113.8+9.4 0.400
TA diastélica (mmHg) 69.0+9.5 70.8+7.9 0.293
Colesterol Total (mg/dL) 165.6+48.8 148.6+51.3 0.071
Triglicéridos (mg/dL) 155.6+78.6 171.3+90.4 0.316
C-HDL (mg/dL) 37.8+10.9 33.8+9.3 0.050*
C-LDL (mg/dL) 97.9+34.8 86.6.0+35.9 0.111
Glucosa (mg/dL) 103.8+28.0 122.5+43.5 0.004*
Frecuencia cardiaca 73.949.3 68.1+7.3 0.000"
Frecuencia respiratoria 16.8+2.3 17.1+1.8 0.449

IMC=Indice de masa corporal. Comparacion grupo control vs grupo con EAC variables nominales,

Andlisis de varianza, * p <0.05

Al comparar las caracteristicas clinicas entre los grupos de estudio, se hallaron
diferencias significativas con un aumento en los parametros de edad (60.8 vs 49.9
afnos), talla (1.66 vs 1.62 m), glucosa (122.5 mg/dL vs 103.8 mg/dL) y diabetes (38.1%
vs 12.6%), en los sujetos de estudio vs control, respectivamente. Mientras que en C-
HDL, los valores mas bajos se encontraron en el grupo de pacientes con EAC (33.8

mg/dL) en comparacion con el grupo control (37.8 mg/dL). Como era de esperarse, el
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grupo de pacientes con EAC presentaron mayor edad que en el grupo control, esto se
debe a que el progreso de la enfermedad aterosclerosa en un principio es silenciosa y
asintomética, porque es un proceso gradual que puede iniciar desde la nifiez y que se
agrava en personas de mayor edad y al no tratarse a tiempo lleva a ser candidatos

para recibir un tratamiento quirdrgico en etapas ya muy avanzadas de la enfermedad.

En el caso del género, se pudo observar que la cantidad de hombres y mujeres que
tuvieron una cirugia de reemplazo valvular (grupo control) fue muy semejante, pero en
el caso del grupo EAC la cantidad de hombres intervenidos quirdrgicamente fue 7
veces mayor que el nimero de mujeres. Esto puede estar relacionado con el papel
protector que ejercen los estrogenos durante el periodo fértil de la vida de las mujeres
gue retrasa las manifestaciones de la EAC. De hecho en la evaluacién de sindrome
isquémico en mujeres (WISE, por sus siglas en inglés Womem's Ischemia Syndrome
Evaluation) llevado a cabo en Estados Unidos de Ameérica del 2001 al 2007, se
demostré que las mujeres jovenes que tienen niveles de estrogenos deficientes tienen
un mayor riesgo de padecer EAC, aproximadamente 7 veces mas en comparacion con
las mujeres que presentan niveles normales de estrogenos®. Existen varias propuestas
qgue intentan explicar el mecanismo por el cual las hormonas estrogénicas ejercen
proteccion cardiovascular en las mujeres. Uno los méas aceptados es aquel que indica
gue los estrogenos tiene un papel sobre el metabolismo de los lipidos, aunque también
se ha descrito que desempefian un papel importante sobre la homeostasis sanguinea.
Otra propuesta es aquella en la que indica el papel de estas hormonas como
moduladores que favorecen el balance de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores.
Una evidencia muy importante es que se ha observado que después de la menopausia
la composicién de la placa aterosclerética cambia por lo que se vuelve mas vulnerable
a sufrir lesiones® y es cuando las mujeres presentan las secuelas caracteristicas de la
EAC.

Por otro lado, entre los factores de riesgo asociados a EAC, se encuentra el
tabaquismo, el cual presentd una mayor frecuencia (30%) en los pacientes con EAC
con respecto a los controles; al igual que los parametros de diabetes (EAC: 26 % vs

Control: 15%) y glucosa (grupo EAC: 122 mg/dL; grupo control: 104 mg/dL). Diversos
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trabajos han demostrado que estos factores de riesgo estan asociados frecuentemente
con el desarrollo de la EAC. Se ha reportado que las enfermedades cardiovasculares
representan el 80% de muertes en pacientes con diabetes tipo 2, de hecho pacientes
con diabetes tiene 3 veces mas riesgo que los no diabéticos de desarrollar
aterosclerosis y sus complicaciones clinicas tales como accidente cerebrovascular e
infarto al miocardio. De hecho la diabetes coexiste con otros factores de riesgo como
HTA vy dislipidemias. Sin embargo la diabetes tipo 2 es un factor de riesgo
independiente para enfermedades cardiovasculares, aunque el mecanismo molecular
no estd completamente entendido. Se han propuesto una serie de anormalidades
metabdlicas asociadas con la DM como factores que aceleran el proceso de
aterosclerosis, incluyendo hiperinsulinemia (aumento de los niveles de insulina),
hiperglicemia (aumento de los niveles de glucosa en sangre), aumento en la formacion
de productos finales de la glicosilacion, hiperagregabilidad plaquetaria, anormalidades
en la coagulacién, disfuncién endotelial y aumento de estrés oxidativo®, todos ellos

asociados con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Con respecto a los niveles de lipidos, no se encontraron diferencias significativas en los
valores a pesar de que estan fuertemente asociados a la enfermedad arterial coronaria.
Sin embargo, esto se puede explicar debido a que el 72.5% de los pacientes con EAC
presentaron un esquema de medicacion con estatinas, farmacos que disminuyen los
niveles de colesterol endégeno en el organismo, que actia inhibiendo a la enzima

hidroximetil glutaril- CoA reductasa la cual participa en la sintesis de colesterol®".

2. FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LAS PROTEINAS
DESACOPLANTES MITOCONDRIALES (UCP1, UCP2y UCP3), EN LA POBLACION
TOTAL Y DIVIDIDAS POR GRUPO DE ESTUDIO.

La tabla 9 muestra las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de cada uno de los
polimorfismos estudiados (UCP1 -3825, UCP2 — 866, UCP3 — 55) divididas por grupo
de estudio (control y EAC).
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCPs por grupos de Estudio.

Genotipo  Grupo Grupo OR 95% (IC) Grupo Grupo OR 95% (IC) Genotipo  Grupo Grupo OR 95% (IC)
Control EAC Control EAC Control EAC
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
n= 81 n= 38 n=79 n=40 n=84 n=42
GG 21 25 1.2(05-3.0) 21 26 1.3(0.5-3.2) TT 13 10 0.7 (0.2-2.3)
GA 58 58 0.9 (0.4-2.1) 47 50 1.6(0.7-3.4) TC 38 50 1.6 (0.8-3.4)
AA 21 17 0.8(0.3-2.1) 32 24 0.7(0.3-1.6) CC 49 40 0.7 (0.3-1.6)
Alelos Alelos
G 50 54 1.3(0.7-2.2) 45 51 15(0.8-29) T 32 35 1.1(0.6-9.9)
A 50 46 0.8(0.4-1.3) 55 49 0.6(0.3-1.2) C 68 65 0.9 (0.5-1.6)

*x° p<0.05, OR: Razén de momios

No se encontraron diferencias significativas tanto en las frecuencias genotipicas como
alélicas entre el grupo de EAC y de remplazo valvular (controles) en ninguno de los
polimorfismos estudiados (UCP1 -3825, UCP2 — 866, UCP3 — 55),

Para determinar si nuestra poblacion se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg,
se realiz6 una prueba de x? (Tabla 10). El calculo las frecuencias genotipicas y alélicas
se realizo por conteo directo. Se observd que la poblacidon de estudio se encontrd en

equilibrio.
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Tabla 10. Frecuencias genotipicas observadas en la poblacién de estudio.

UCP1 -3826 A/G |

Genotipo  Frecuencia Frecuencia  Frecuencia Frecuencia Genotipo Frecuencia Frecuencia
observada esperada observada esperada observada esperada
% % % % % %
n=121 n=117 n=126
GG 22 315 23 25.8 TT 12 13.7
GA 58 60.5 48 58.3 TC 42 55.6
AA 20 29 29 32.9 CcC 46 56.7
Alelos Alelos
G 51 51 53 47 T 33 33
A 49 49 47 53 C 67 67
X° 3.40 0.18 X 0.27
p 0.06 0.6 p 0.6
prueba chi cuadrada, p < 0.05

Finalmente, para conocer cOmo se encuentra nuestra carga genética en relacion a las
UCP’s, se realiz6 un analisis comparativo entre las frecuencias genotipicas y alélicas
de nuestra poblacion de estudio con otras poblaciones del mundo previamente

reportadas (Tabla 11).

Es importante mencionar que Unicamente se incluyd al grupo control de cada uno de
los reportes de los SNP en las diferentes poblaciones del mundo para realizar la
comparacién, debido a que los grupos de estudio presentaban diversos padecimientos
gue pueden influir en las frecuencias obtenidas, que podrian estar alterados debido al

padecimiento.

En el caso del polimorfismo -3826 de la UCP1 se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en el genotipo GG, con una disminucién en la frecuencia del genotipo GG y
del alelo G en la poblacién tanto alemana (5.8%; 27.5%) como Caucdasicos (europeos),
(5.3%; 24%) mientras que en la poblacion de afroamericanos fue a la inversa, esto es,
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un incremento en esta poblacion (42.2%; 62.5%) con respecto a nuestros sujetos de
estudio (21%; 50%) respectivamente.

En el caso del polimorfismo -866 de la UCP2 se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) para el genotipo GG y el alelo G con poblacién del norte de India (44%;
67.7%) y con caucasicos (41%; 63%, respectivamente) ya que nuestra poblacion
presento una frecuencia menor para este genotipo (21%; 45%respectivamente). Por
otro lado, para el genotipo AA se encontraron diferencias con coreanos (24%), y del
noreste de Colombia (17%); ya que en nuestra poblacién la frecuencia fue de 31 %, sin
embargo, diferencias tanto genotipicas como alélicas, nuevamente se encontraron con
caucasicos (15% y 34%, respectivamente) y afroamericanos (19.2% y 43.2%,
respectivamente), asi como en la poblacion del norte de India (8.8%% y 32.3%,
respectivamente). Nuestra poblacion presenté la frecuencia mas alta para el genotipo
AA (31.6%), asi como para el alelo A (45%) en relacién a las reportadas hasta el
momento en la poblacién mundial.

Finalmente, para el polimorfismo -55 C/T de la UCP3, en el caso del genotipo TT que
es el mutante, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) con la poblacion
alemana (3%), caucasicos (8%), afroamericanos (4%) y con la poblacion del noreste de
Colombia (3%), es interesante notar que la poblacibn mexicana presenta frecuencias
muy elevadas de este genotipo (13%) en comparacién con las otras poblaciones. Para
el genotipo CC se hallaron diferencia significativas Unicamente entre mexicanos (49%)
y afroamericanos (74%). Esta misma tendencia en las diferencias se observaron en los
alelos correspondientes en las mismas poblaciones.

Estos datos indican que nuestra poblacion tiene una carga notoriamente diferente a
otras poblaciones principalmente con los de origen caucasico y afroamericano, asi
mismo, como se puede ver, en la poblacion del noreste de Colombia se presentaron
diferencias significativas en algunos alelos, y esto se explica por el alto porcentaje de
poblaciéon de origen negroide existente en esta poblacion. Diversas trabajos han
demostrado las similitudes genéticas utilizando marcadores genéticos que incluyen los
marcadores de HLA, LMP (large molecular weight peptide), Apo-E, ACE (Angiotensin |
converting enzyme) °*® de las poblaciones amerindias, incluyendo a mestizos e

indigenas mexicanos como los nahuas, mixtecos, mazatecos entre otros, con las
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Genotipo

poblaciones Asiaticas, pero con diferencias importantes con las poblaciones de origen

Caucasico ylo

Negroide. El conocimiento en la distribucion de estos alelos en

poblaciones Mexicanas puede ser de utilidad para entender el verdadero papel como

marcadores genéticos en estas poblaciones.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas de las UCPs en la poblacion mexicana

estudiada y en distintas poblaciones del mundo.

Poblacion

México (Nuestro
estudio)

17(21)

47(58)

17(21)

Alelos (€]

81(50)

81 (50)

Fuente

Estudio)

n=81
Japoén 66 (22.2) 153 (51.3) 79 (26.5) 286 (48) 310 (52) Kotani, et. Al.,
Archives of Medical
n= 298 Research 39 (2008)
142-146- %
Alemania 4 (5.8)* 30 (43.5) 35 (50.7)* 38 100 (72.5)*  Martin Herrman
(27.5)* Stefan, j mol med
n=69 (2003)81:327-332.%3
Caucésico 12 85 (37.4)* 130(57.3)* 109 (24)* 345 (76)* Rudofsky, et al,
(5.383)* Diabetes Care 29
n= 227 (2006) 1:89-94. **
Afroamericanos  121(42.2)* 116 (40.4)* 50 (17.4)* 358 216 (39.4)* Sale M, Et. Al. BMC
(62.4)* Endocrine Disorders,
n=287 29(2006) 1:89-94%°
Hispanos EUA  71(14.4) 249 (50.4)  174(35.2) 391 597(60.4) * Sale M, Et. Al. BMC
(39.6)* Endocrine Disorders,
n=494 29(2006) 1:89-94.%°
Nordeste 72(16) 215(48) 162(36)* 359(40)*  539(60)* Franco-Hincapié, et
Colombia al, Biomédica 2009;
29:29:108-18. °°
n=449
ucpP2 México (Nuestro 17 (21.5) 37 (46.8) 25 (31.6) 71 (45) 87 (55)
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UCP3

n=79

Corea 366 (26.4) 691(49.9) 328(23.7)* 1429(51. 1341(48.4) H.J.Leeet. Al,

6)1 clinica chimica acta
n=1385 398 (2008) 27-33 &
Norte de India  106(44.1)* 113(47.1) 21(8.8)* 325(67.7) 155(32.3)*  Srivasta a, et. Al, Mol
n= 240 * CellBiochem (2010)

337: 293-298 *
PIMA, Nativos ~ 51(19.4) 132(50.2) 80 (30.4) 234 292 (55.5) Kovacs, et. Al
Americanos, (44.5) Diabetologia, (2005)
Arizona 48: 2292-2295 *°
n =263
Caucésicos 93 (41)* 99 (43.6) 35 (15.4)* 285 (63)* 169 (37)* Rudofsky, et al,
diabetes care 29
n= 227 (2006) 1:89-94 %
Afroamericanos  89(32.8) 130(48) 52(19.2)* 308 266 (43.2)* Sale M, Et. Al. BMC
n=287 (56.8) Endocrine Disorders,
29(2006) 1:89-94.%°
Hispanos 132(27.2)  227(46.7) 127(26.1) 491 497 (49.5)  Sale M, Et. Al. BMC

(50.5) Endocrine Disorders,
EUA n=494 29(2006) 1:89-94.%°
Nordeste de 144(32) 229(51) 76(17)* 539 (60)* 359 (40) * Franco-Hincapié, et
Colombia al, Biomédica 2009;

29:29:108-18.
n= 449
TT TC cC T C
México (Nuestro  11(13.1) 32(38.1) 41 (48.8) 54 (32.1) 114 (67.9)
estudio) n=84
Japoén 28 (9.9) 115 (40.8) 139 (49.3) 171 393(69.7) T. Hamada et. Al/
(30.3) Metabolism clinical
n= 282 and experimental
(2008) 410-415 "°
Corea 120 (8.6) 588 (42.4) 679(49) 827(29.8) 1947(70.2) H.J.Leeet. Al
clinica chimica acta
n= 1387 398 (2008) 27-33 %’
Alemania 2 (2.9)* 29 (42) 38(55.1) 33(23.9) 105(76.1) Martin Herrman
Stefan, j mol med
n=69 (2003)81:327-332 %
Caucasicos 9 (8)* 74 (32.6) 144 (63.4) 92 (20)* 362 (80)* Rudofsky, etl al,

diabetes care 29

62




n= 227 (2006) 1:89-94 **
Afroamericanos 2 (3.5)* 13 (22.8) 42 (73.7)* 17 (4.9 97 (85.1)* Kimm, etal, AmJ
n=57 ClinNutr 2002;
75:714-9 '
EUA n= 56 4(7.1) 16 (28.6) 36 (64.3) 24 (21.4) 88(78.6) Kimm, etal, AmJ
ClinNutr 2002 75:714-
57;
9.
Nordeste de 13(3)* 112 (25) 324 (72) 144 (16)* 754 (84)* Franco-Hincapié, et
colombia al, Biomédica 2009;
29:29:108-18. *°
n=449

* P<0.05, Diferencia significativa entre genotipos de otras poblaciones comparadas con las obtenidas en
nuestro estudio en la poblacion mexicana, analisis x2

63




3. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE CADA GRUPO DE
ESTUDIO (CONTROLES-VALVULARES VS CASOS-EAC) DE ACUERDO AL
GENOTIPO DE CADA UNO DE LOS POLIMORFISMOS ESTUDIADOS (UCP1,
UCP2, UCP3)

Los SNP’s de las proteinas desacoplantes mitocondriales y su relacién con los
parametros clinicos (edad, IMN, TAD, TAS, HTA, colesterol total, etc.) se agruparon de
acuerdo a cada uno de los polimorfismos estudiados. Los datos se muestran como el
promedio * la desviacion estandar, las variables nominales se muestran como (%)

frecuencias en cada grupo.

UCP1 A-3826G

Para el polimorfismo -3826 A/G de la UCP1 (tabla 12), se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en los siguientes parametros: el genotipo AA (30.7£7.3 mg/dL)
presento valores plasmaticos menores de C-HDL en comparacion con el genotipo GA
(37.5 mg/dL) y GG (38.3 mg/dL). El resultado obtenido concuerda con lo reportado por
Kotani y cols®, en poblacién japonesa; y por Sale y cols, en familias hispanas de San
Antonio®®, quienes reportaron que el genotipo AA estd asociado con niveles
disminuidos de C-HDL, que es lo que ocurre en nuestra poblaciéon de estudio, esto esta
relacionado con un aumento en el riesgo de desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.
También se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de glucosa; se

presentaron niveles mas elevados en los homocigotos GG (115.9£35.2) y AA
(114.7+42.0), en relacion con los heterocigotos (104.9£27.6 mg/dL).
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas de la poblacion en general por genotipo UCP1 para el

polimorfismo -3826 A/G.

Genotipo UCP1 -3826

n= 121

Edad 51.3+16.2 55.5+15.7 49.8+13.8
IMC 259134 25.844.2 26.2+3.1
TAD (mmHg) 72.3+7.8 69.1+9.4 68.0+9.6
TAS (mmHg) 116.0£10.8 | 113.6+12.2 113.3£12.2
HTA % (n) 40.7 (11) 42.9 (30) 41.7 (10)
Diabetes % (n) 25.9 (7) 17.1 (12) 29.2 (7)
Tabaquismo %(n) 33.3(9) 47.1 (33) 62.5 (15)
Alcoholismo % (n) 25.9 (7) 21.4 (15) 33.3(8)
Estatinas % (n) 22.2 (6) 28.4 (19) 41.7 (10)
Colesterol total (mg/dL) 151.9+43.9 | 160.3+48.0 164.4+57.4
Triglicéridos (mg/dL) 151.1+70.5 | 157.5+81.9 180.0+95.2
C-HDL (mg/dL) 38.3+8.5* | 37.5+11.7° 30.7+7.3 "
C-LDL (mg/dL) 88.1+31.9 | 91.9+32.6 100.9+43.7
Glucosa (mg/dL) 115.9435.2 | 104.9+27.6 *¥ | 114.7+42.0

IMC: indice de masa corporal, TAS: tension arterial sistolica, T.

hipertensién arterial; p <0.05, t student * AA vs GG, +GG vs GA, ¥ AA vs GA

\D: tension arterial diastolica, HTA:

A continuacién se muestran las caracteristicas clinicas de acuerdo al grupo de estudio,

las cuales fueron agrupadas por genotipo.
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Tabla 13.Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo -3826 A/G

de la UCPL1.
GG GA AA pr* GG GA AA pr*
n=17 n=47 n=17 n=10 n=23 n=7

Edad (afios) 45.6+17.3* 51.9+17.1° 46.6+14.9 0.310 61.0+7.8* 62.9+8.9" 57.3+6.7 0.304
IMC 25.7+3.6 25.8+4.6 26.2+3.1 0.934 26.2+3.1 25.7+3.1 26.3+3.3 0.862
Tabaquismo % (n) 23.5 (4) 38.3 (18)" 52.9 (9) 0.217 50.0 (5) 65.2 (15)" 85.7(6) 0.333
Alcoholismo % 17.6 (3) 19.1 (9) 41.2 (7) 0.155  40.0 (4) 26.1 (6) 14.3(2) 0.512
(n)

HTA % (n) 35.3 (6) 38.3(18) 35.3(6) 0.964 50.0 (5) 52.2 (12) 57.1(4) 0.961
Diabetes % (n) 23.5 (4) 8.5 (4)" 17.6 (3)° 0.266 30.0 (3) 34.8 (8)" 57.1 (4)° 0.501
Estatinas 5.9 (1) 6.8 (3)" 17.6 (3)* 0.375 50.0 (5) 69.6 (16)" 100 (7)* 0.144
TAS (mmHg) 116.8+13.4 113.2#13.4  108.9#14.1  0.934 113.3+5.8 114.6+9.6 111.1+10.8 0.507
TAD(mmHgQ) 71.68.7 68.5 +9.6 68.3+11.1 0.489 73.616.8 67.946.1 69.4+8.6 0.294
Colesterol Total 158.0+43.2 167.6+45.2  161.3%62.9  0.762 141.5+45.4 145.4450.9  172.0£44.0 0.390
(mg/dL)

Triglicéridos 152.4+75.6 157.0+84.8  155.8476.6° 0.980 148.9+64.9 158.5+¢77.5 238.7#115.8°  0.062
(mg/dL)

C-HDL (mg/dL) 39.1+8.6 39.9+11.5" 29.7+7.4°F 0.005*  36.9+8.6 32.5+10.4° 33.0+7.1" 0.502
C-LDL (mg/dL) 93.2+27.8 95.3+11.5" 102.4+¢50.7  0.726 79.0+36.7 84.5+38.9"  97.7+25.9+ 0.584
Glucosa (mg/dL)  113.3+35.8 100.3+14.6  109.6%45.0  0.212 120.4+35.5 114.2+ 425 127.0+33.2 0.738

TAS: Tensién arterial sistélica, TAD= tension arterial diast6lica, HTA: Hipertensién arterial, IMC: indice de masa corporal.
**p< 0.05 ANOVA comparacién entre genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: prueba tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, B AA grupo control vs GA y GG del grupo

control.

Para la comparacién entre genotipos por grupo de estudio se realizé una ANOVA p< 0.05:comparacién: “GA control vs GA EAC, *AA control vs AA EAC, *GG control
vs GG EAC

Al comparar las caracteristicas clinicas en el grupo control para el SNP -3826 A/G
dividido por genotipos de la UCP1 (Tabla 13), se pudo determinar que existe la misma
tendencia observada en la poblacién total en varios parametros como: C-HDL, C-LDL,
colesterol total, tabaquismo o diabetes. Para el caso de los valores de C-HDL se
observé una disminucién significativa (p<0.05) en funcién del genotipo, esto es, una
disminucién de mayor a menor en los genotipos GG > GA > AA, tanto para el grupo
control como en los sujetos con EAC. Estas diferencias se mantienen al comparar por
genotipo entre los controles y el grupo con EAC, excepto en el genotipo AA donde en
los controles se observo un valor aun mas bajo con respecto a los pacientes (29.7+7.4
vs 33.0+7.1 mg/dL). Sin embargo, estos niveles plasmaticos siguen siendo muy bajos

con respecto a los valores promedio recomendados por la ATP Ill.
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Con esto se puede observar los sujetos con el genotipo AA presentan niveles muy
bajos de C-HDL, lo cual es un factor de riesgo fuertemente asociado con el desarrollo
de EAC.

En las otras caracteristicas clinicas de la UCP1-3826, no se encontraron diferencias
significativas entre los genotipo de cada grupo. Sin embargo, se observan ciertas
tendencias entre los genotipos; el genotipo AA vs GG y GA del grupo EAC presento
una mayor frecuencia de diabetes, tabaquismo e hipertension arterial, todos ellos
considerados factores de riesgo; ademas, se observo que en este genotipo hubo un
IMC ligeramente elevado (AA: 26.3+3.3 mg/dL vs GG:26.2+3.1 mg/dL y GA:25.7+3.1
mg/dL grupo EAC) , niveles mayores de colesterol total (AA: 172.0+44.0 mg/dL vs
GA:145.4450.9 mg/dLy GG:141.5+45.4), triglicéridos (AA: 238.7+115.8 mg/dL vs
GG:148.9+64.9 mg/dL y GA. 158.5+77.5 mg/dL), C-LDL (AA: 97.7+25.9 vs mg/dL GG:
79.0£36.7 mg/dL y GA: 84.5£38.9) y glucosa (AA: 127.0+33.2 vs GG: 120.4+35.5
mg/dL y GA: 114.2+ 42.5 mg/dL), todos ellos son factores de riesgo asociados a la
EAC. Se puede ver que estos parametros siguen la misma tendencia
independientemente del grupo de estudio, por lo que sugiere que el genotipo AA puede
estar contribuyendo con el desarrollo de EAC en nuestra poblacion.

Esto puede estar relacionado con algunos reportes en los que se indica que individuos
con valores bajos de C-HDL, las HDL estan enriquecidas en triglicéridos y tiene niveles
disminuidos de esteres de colesterol. Esta composicion anormal se asocia a una
reduccion de sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y a una menor capacidad para
promover el eflujo de colesterol, lo que puede disminuir la actividad ateroprotectora de
las HDL, es decir que hay un aumento en el riesgo de aterosclerosis, que conduce a
EAC®.

La relacién entre el SNP -3826 de la UCP1 y caracteristicas fisicas o variables

metabdlicas, ha sido estudiada en muchos paises y diferentes poblaciones del

57,65, 72-76

mundo , Sin embargo, los resultados son controversiales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo obtenido por Kotani

| 62,70

y col. y Hamada y co , que reportan que en la poblacion japonesa los niveles de C-

HDL son mayores para el alelo G en comparacion con el A, sugiriendo que el genotipo
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GG es un factor protector independiente asociado con una baja incidencia de
alfalipoproteinemia en su poblacion, ocurre lo mismo en poblacion Hispana que reside
en San Antonio, Texas®> Esto puede deberse a que estas poblaciones presentan
frecuencias genotipicas semejantes a la obtenida en el presente estudio (tabla 18), lo
gue indica una posible relacion entre estas y la nuestra.

Las discrepancias pueden ser parcialmente explicadas por las diferencias entre los
criterios de inclusion y exclusion en los diferentes estudios, y por haplotipos, ya que en
algunos estudios al analizar haplotipos se han observado asociaciones que pueden
explicar los resultados controversiales del efecto del alelo A. En algunos estudios han
mostrado un efecto sinérgico entre el SNP -3826 A/G de la UCP1 con la mutacion
Trp64/b-AR en el receptor B3 adrenérgico con la ganancia de peso’’ con una baja

| "8 y con la resistencia a la ganancia de peso’. Las diferencias

tasa metabdlica basa
entre los grupos étnicos, la edad y factores ambientales asi como el efecto sinérgico de
los genes puede ser la razon controversial de los resultados entre las diferentes

investigaciones.

UCP2 A-866G

En cuanto al andlisis de los polimorfismos para el SNP -866 A/G en la poblaciéon de
estudio (tabla 14) de la UCP2, se encontraron diferencias significativas (p<0.05),
Unicamente en los niveles de triglicéridos. El genotipo GG (188.3 mg/dL) presento
niveles mas elevados con respecto al genotipo AA (163.9+87.2mg/dL) y GA
(150.3+£70.7 mg/dL). Sin embargo se observan algunas tendencias en los parametros
estudiados de acuerdo al genotipo. Entre estas tendencias resaltan la HTA, diabetes, y
glucosa, las cuales se encuentran en un mayor porcentaje de la poblacion general con

el alelo G en relacion al alelo A.

68



Tabla 14. Caracteristicas clinicas de la poblacion en general por genotipo UCP2 -886

AlG.

Genotipo UCP2 -866

n= 117

Edad 50.9+17.3 52.3+15.2 55.7+14.2
IMC 26.1+3.2 25+3.7.3 26.7+4.6
TAD (mmHg) 68.9+9.1 68.8+9.9 70.5+7.6
TAS (mmHQ) 112.2+10.5 113.7+¢14.1 111.8+9.7
HTA % (n) 44.1 (15) 35.7 (20) 55.6 (15)
Diabetes % (n) 11.8 (4) 23.2 (13) 25.9 (7)
Tabaquismo %(n) 44.1 (15) 46.4 (26) 51.9 (14)
Alcoholismo % (n) 29.4 (10) 21.4 (12) 25.9 (7)
Estatinas % (n) 23.5(8) 35.7 (20) 25.9 (7)
Colesterol Total 164.3+54.3 156.7+50.4 165.0+49.9
(mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL) 163.9+87.2 150.3£70.7 188.3+101.8*
C-HDL (mg/dL) 36.1+9.2 36.4+11.2 36.5+£10.9
C-LDL (mg/dL) 97.6+40.6 94.5+39.0 93.7+25.3
Glucosa (mg/dL) 109.0+£32.7 107.94£38.3 114.9+35.4
IMC: indice de masa corporal, TAS: tension arterial sistolica, TAD: tension arterial diastolica, HTA:
hipertensién arterial; *p < 0.05, t student. * AA vs GG, +GG vs GA, ¥ AA vs GA

Al realizar el analisis de las caracteristicas clinicas por genotipo para el SNP -866 A/G
de la UCP2 en cada uno de los grupos no se observaron diferencias significativas en
los parametros analizados entre los genotipos. (Tabla 15)
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Se observaron ciertas tendencias. En el grupo control, el genotipo GG vs AA y GA,
presentd niveles mas elevados de colesterol total (171.6+52.0 vs 167.2454.4 vy
163.9+48.9), triglicéridos (181.1+101.1 vs 161.4481.6 y 143.9468.6 mg/dL), C-HDL
(39.4+11.5 vs 36.7+£9.7 y 37.2+12.3 mg/dL) y glucosa (112.9+35.3 vs 99.8£11.9 y
102.7+£33.3 mg/dL, respectivamente), también presentd mayor frecuencia de pacientes
con diabetes mellitus (17.6% vs 13.5% y 8%) e hipertension arterial (53% vs 27% y
24%, respectivamente). Aunque los valores de estos parametros son mas altos en el
genotipo GG en comparacion con los otros dos genotipos, aun se encuentran dentro de
los limites considerados como normales en nuestra poblacidn, mientras que los niveles
de C-HDL se encuentran por debajo del limite considerado como adecuado (mayor a
40 mg /dL). Aguilar-Salinas y cols. reportaron en un estudio trasversal, que la poblacion
mexicana presenta en promedio niveles bajos de C-HDL (39.0 mg/dL) y que la
prevalencia de hipoalfalipoproteinemia®® (desorden en el que los niveles de C-HDL es <
40 mg/dL) es de aproximadamente 60%. Por lo que se puede ver que la poblacion
mexicana per se ya presenta niveles bajos de C-HDL, lo cual se ve reflejado en los
datos obtenidos en el grupo control.

En cuanto al analisis del grupo EAC, se obtuvo una tendencia contraria a la observada
en el grupo control. Esto es, en el grupo EAC se observéd que los niveles de glucosa
(134.8454.4 mg/dL vs 118.4+37.2 mg/dL y 117.9+45.8 mg/dL), C-LDL (98.5+26.8 mg/dL
vs 89.1+29.7 mg/dL y 80.8+42.4 mg/dL), C-HDL (34.1+7.5 mg/dL vs 30.5+7.1 mg/dL y
34.9+49.0 mg/dL) y colesterol total (156.4+56.5 mg/dL vs 153.8446.6 mg/dL y
142.8451.6 mg/dL) fueron mas elevados para el genotipo AA vs GG y AA,
respectivamente.

En cuanto a los niveles de triglicéridos se pudo observar que fueron mayores para el
genotipo GG vs AA y GA, esto ocurrié tanto en el grupo control (181.1+101.1 vs
161.4+81.6 y 143.9+68.6 mg/dL) como en el EAC (200.7£107.2 vs 171.0+106.3 y
162.7+74.8 mg/dL). Esto indica que este SNP puede influir en el metabolismo de
lipidos, ya que se observa la tendencia de niveles de triglicéridos altos en el genotipo
GG vs AA y GA, al analizar las caracteristicas clinica por grupo de estudio como en la

poblacién en general
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En nuestra poblacion los sujetos del grupo control con el genotipo GG presentaron un
mayor porcentaje de pacientes con diabetes y niveles de glucosa en relacion al
genotipo AA y GA, mientras que en el grupo EAC se observa esta tendencia cuando se
compara la frecuencia de pacientes diabéticos en los portadores del alelo A con los
portadores del alelo G (22% vs 76%, p=0.012), por lo que el alelo G podria estar
relacionado con una mayor susceptibilidad a la diabetes mellitus en nuestra poblacion
de estudio, aunque es mas notoria esta relacion en el grupo EAC. Esto podria deberse
a que los sujetos que conforman este grupo de estudio presentan algunos otros
factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de diabetes, tales como sobrepeso. De
hecho se ha sugerido que las UCPs tiene un papel central en la regulacion de la
producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que se
incrementan debido a la hiperglicemia durante la diabetes, lo que trae consigo la
activacion de diversas vias, que tiene como consecuencia las caracteristicas
complicaciones de la diabetes (neuropatia diabética, nefropatia diabética, cetoacidosis
diabética, etc.) .

Los resultados encontrados en nuestra poblacion de estudio coinciden con lo reportado
en la literatura en la que se indica que los portadores del alelo G tienen un mayor
riesgo de diabetes®®® Esta relacién puede deberse a que la UCP2 se expresa en
células beta del pancreas y en tejido adiposo, lo cual sugiere una posible participacion
de esta proteina en la etiologia de la DM, ademas de que esta demostrado que regula
la secrecién de insulina negativamente, por lo que una variacion en el gen podria
modificar los niveles de expresion de la proteina que pudiese afectar los niveles de

insulina que participa directamente en la etiologia de la DM “°.

Diversos estudios han arrojado resultados contradictorios sobre la asociacion entre el
polimorfismo de la UCP2 -866 A/G la obesidad, DM2, EAC vy perfil de lipidos 2" **
46,57,64.66.6880-84. ' Datos recientes sugieren que los polimorfismos de UCP2 -866 G/A y
UCP3 -55 C/T pueden contribuir con el desarrollo de DM2. Se ha reportado que los
haplotipos de estos dos polimorfismos estan asociados con la presencia de DM2 en
mujeres caucdsicas obesas’’ Estos resultados indican el efecto de los polimorfismos

de la UCP2 y la UCP3 en la obesidad, resistencia a la insulina 'y DM2.
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Tabla 15.Comparacion de las caracteristicas clinicas para el polimorfismo -866 G/A de
la UCP2.

AA GA GG pr* AA GA GG p**
n=25 n=37 n=17 n=9 n=19 n=10

Edad (afios) 47.3+17.8° 47.4+155 54.9+17.6 0.835 61.0+11.5° 61.8+8.7" 57.0+ 5.1 0.364
IMC 26.6+3.4 24.9+4.1 26.4+5.2 0.806 24.8+2.3 26.2+2.8 27.1#3.5 0.231
Tabaquismo (%) 36 (9) 40.5 (15) 35.3 (6)* 0.887 66.7(6) 57.9 (11) 80.0 (8)* 0.512
Alcoholismo (%) 24 (6) 21.6 (8) 23.5 (4) 0.910 44.4 (4) 21.1 (4) 30.0 (3) 0.464
HTA (%) 44(11) 27.0(10) 52.9 (9) 0.974 44.4 (4) 52.6 (10) 60.0 (6) 0.808
Diabetes (%) 8(2) 13.5 (5)° 17.6 (3) 0.147 22.2 (2) 94.7 (18)" 40.0 (4) 0.599
Estatinas 12 (3)* 10.8 (4)° 5.9 (1)* 0.648 55.5 (5) 84.2 (16)" 60.0 (6)* 0.417
TAS (mmHg) 110.4+11.2 113.4+159 111.3+9.9 0.215 115.75.3 114.3+10.1  112.749.7 0.551
TAD (mmHg) 67.6£9.7 68.4+10.4  70.17.9 0.700 72.446.2 69.5 9.0 71.2+¢7.5 0.655

Colesterol Total 167.2+54.4  163.9+48.9 171.6%£52.0 0.673 156.4+56.5 142.8451.6  153.8+46.6 0.761
(mg/dL)

Triglicéridos 161.4481.6 143.9+68.6 181.1#101.1 0.873  171.0+106.3 162.7+74.8 200.7+107.2 0.570
(mg/dL)

C-HDL (mg/dL) 36.749.7  37.24¢12.3  39.4+115* 0.282  34.1%7.5 34.949.0 30.5£7.1*  0.465
C-LDL (mg/dL) 97.3x44.7  101.7+35.6 96.0:23.6  0.743  985+26.8  80.8+42.4  89.1+29.7  0.527

Glucosa (mg/dL) 99.8+11.9* 102.7#33.3 11294353  0.849 134.8454.4* 117.9+45.8 118.4+37.2 0.638

TAS: Tension arterial sistdlica, TAD= tension arterial diast6lica, HTA: Hipertension arterial, IMC: indice de masa corporal,
**p< 0.05 ANOVA comparacién entre genotipos del mismo grupo de estudio, prueba Post Hoc: prueba tukey se compararon los genotipos del mismo grupo, Para la comparacién

entre genotipos por grupo de estudio se realiz6 una ANOVA p< 0.05:comparacién: ‘GA control vs GA EAC , *AA control vs AA EAC, *GG control vs GG EAC

UCP3 C-55T

Para el polimorfismo -55 C/T de la UCP3 (tabla 16) se hallaron diferencias significativas
en los niveles de triglicéridos, se observd que en el genotipo TT hubo valores mas
elevados de triglicéridos (178.3+105.9 mg/dL) en comparacion con los otros genotipos
(CC:160.7+£72.0 mg/dL y CT:160.4+87.1 mg/dL ).

Tabla 16. Caracteristicas clinicas de la poblacion en general por genotipo UCP3 para el
polimorfismo -55 C/T.
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IMC
TAD (mmHg)
TAS(mmHQ)

HTA % (n)

Diabetes % (n)

Tabaquismo %(n)

Alcoholismo % (n)

Estatinas % (n)

Colesterol Total

(mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)

C-HDL (mg/dL)

C-LDL (mg/dL)

Glucosa (mg/dL)

26.2+3.9
54.1+16.0
113.2+13.8
39.7 (23)
17.2 (10)
53.1 (31)
24.1 (14)
24.6 (14)
164.0£53.4

160.7+72.0*
36.9+10.4
99.8+40.1
108.9+34.7

25.3 +3.3
53.5+12.8
113.2+9.3
37.7 (20)
22.6 (12)
37.7 (20)
20.8 (11)
34 (18)
157.8+46.9
160.4+87.1°
37.0+9.9
87.9+31.2
109.5+33.2

26.3+4.1
51.5+11.1
115.8+10.9
60.0 (9)
33.3 (5)
46.7 (7)
26.7 (4)
20.0 (3)
156.9+51.7

178.3+105.9
32.0+£10.8
96.7+32.3
120.9+42.3

IMC: indice de masa corporal, TAS: tension arterial sistolica, TAD: tension arterial diastolica,
HTA: hipertensién arterial;* p <0.05 t student.* CCvs TT, +TT vs CT, ¥TT vs CT

Tabla 17.Comparacién de las Caracteristicas clinicas para el polimorfismo -55 C/T de
la UCP3.

Edad (afios)
IMC
Tabaquismo (%)
Alcoholismo (%)
HTA (%)
Diabetes(%)
Estatinas

TAS (mmHQ)
TA D(mmHQ)
Colesterol Total
(mg/dL)
Triglicéridos

CcC

n=41

50.4 +16.7"
26.0+4.4
46.3(19)
24.4 (10)
31.7 (13)
73(3)"
49 (2)"
113.1+15.5
67.7+11.0
168.855.7

151.2457.5

CT
n=32
49.2+18.4"
25.4+3.5
56.3 (18)
12.5 (4)
34.4 (11)
12.5 (4)
12.5 (4)*
112.5+9.2
73.49.5
163.4+40.0

158.8+80.3

T
n=11
49.2+18.4
26.4+ 4.4
36.4 (4)
27.3 (3)
54.5 (6)
27.3 (3)

0 (0)*
114.3+12.5
69.2+8.2
166.9+49.7*

184.0+110.7

0.953
0.701
0.177
0.384
0.375
0.316

0.929
0.518
0.899

0.475

cc

n=17

63.0 +10.0°
26.6+2.5
70.6 (12)
23.5 (4)
58.8 (10)
35.3 (6)"
75.6(12)"
113.4+8.9
70.8+8.1
152.4+47.1

183.6+97.3

CT
n=21
60.0+7.2%
25.1+3.2
57.1 (12)
33.3 (7)
42.9 (9)
38.1 (8)
66.6 (14)*
114.3+9.5
69.948.0
149.2+55.8

162.9+85.6

TT

n=4
55.8 +8.0
26.3+3.7
75.0 (3)

25 (1)

75.0 (3)
50.0 (2)
75.0 (3)*
120.0£0.0
75.0+5.8
129.353.3

162.5+105.3

73

0.275
0.303
0.637
0.803
0.412
0.871
0.944
0.412
0.513
0.727
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(mg/dL)

C-HDL (mg/dL) 38.7+10.9" 37.8+9.9 33.5+11.2* 0.360 33.3+x11.7 35.7+10.0 23.7+0.7 0.176
C-LDL (mg/dL) 103.8+41.3 91.0+26.4 96.6 +35.3 0.337 92.2+50.8" 83.0+37.7 97.0+5.7 0.787
Glucosa (mg/dL) 105.9+34.5 101.2+18.7° 108.9+26.3* 0.673 131.8+44.9 122.0+45.4*  154.0+63.5 0.292

TAS: Tension arterial sist6lica, TAD= tension arterial diastélica, HTA: Hipertension arterial, IMC: indice de masa corporal. .
**p< 0.05 ANOVA comparacién entre genotipos del mismo grupo, prueba Post Hoc: prueba tukey se compararon los genotipos del mismo grupo de estudio.

Para la comparacién entre genotipos por grupo de estudio se realizé6 una ANOVA p< 0.05:comparacién "CC control vs CC EAC, ¥CT control vs CT EAC, *TT
control vs TT EAC

En el caso del SNP de la UCP3 (tabla 17) al realizar el andlisis genotipico por grupo de
estudio, no se encontraron diferencias significativas al comparar las caracteristicas
clinicas dentro del mismo grupo de estudio por genotipo.

A pesar de que no se observaron diferencias significativas, que puede deberse a que la
muestra es pequefia, se lograron observar ciertas tendencias en el grupo control, el
genotipo TT tuvo valores mas elevados de triglicéridos vs CC y CT (184.0£110.7 vs
151.2457.5 y 158.8+80.3 mg/dL) y de glucosa (108.9+26.3 mg/dL vs 105.9£34.5 y
101.2+18.7 mg/dL), en tanto que los valores de C-HDL fueron méas bajos (33.5t11.2
mg/dL vs 38.7+10.9 y 37.84+9.9 mg/dL); ademés de una mayor frecuencia de pacientes
con hipertension arterial (54.5% vs 34.4% y 31.7%) y diabetes (27.3% vs 12% Yy 7%
respectivamente).

El grupo EAC el genotipo TT vs CC y CT, tuvo niveles mas elevados de C-LDL
(97.0£5.7 vs 92.2+50.8 y 80.0+£37.7 mg/dL), glucosa (154.0+63.5 vs 131.8+449 y
122.0+£45.4 mg/dL) y niveles menores de C-HDL (23.7+0.7 vs 33.3t11.7 y 35.7£10.0
mg/dL) y las frecuencia de pacientes con HTA (75% vs 59% y 42%) y diabetes (50% vs
35% y 38%) fueron nuevamente mayores para este genotipo.

Al comparar las caracteristicas clinicas entre ambos grupos de estudio se determiné
gue en el genotipo TT los sujetos del grupo control tuvieron niveles mas elevados
(p<0.05) de C-HDL (33.5#11.2mg/dL) en comparacibn con el grupo EAC
(23.7£0.7mg/dL).

Mientras que se pudo observar los niveles de glucosa plasmatica (control: 108.9£26.3
vs EAC: 154.0+£63.5), la frecuencia de pacientes con diabetes (control:27% vs EAC: 50
%) y los niveles de colesterol total (control: 166.9+49.7 vs EAC: 129.3£53.3 mg/dL)
fueron significativamente mayores para el genotipo TT del grupo EAC vs grupo control,
por lo que este genotipo TT en nuestra poblacion de estudio puede estar relacionado

con factores de riesgo relacionados con EAC, ademas de que este genotipo presenta
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una alta frecuencia en nuestra poblacion comparada con otras poblaciones del mundo
(tabla 11) lo que podria aumentar la susceptibilidad de nuestra poblacion a desarrollar

EAC y sus diversos factores de riesgo, como diabetes y niveles bajos de C-HDL.

En numerosos estudios se ha propuesto que el SNP en la posicién -55 en la region
promotora del gen de la UCP3 esta relacionado con obesidad y DM2; Schrauwen y
cols. reportaron que el alelo T se relaciona un aumento en la expresion de mRNA en
UCP3 en musculo esquelético®® en comparacién con el alelo C, por lo tanto se
esperaria que hubiera un aumento en la expresion de la proteina y que los pacientes
con el genotipo TT tuvieran un IMC menor debido a un aumento en el desacoplamiento
mitocondrial y por lo tanto a un aumento en el gasto energético, pero en el presente
estudio no se encontraron diferencias significativas que permitieran determinar esta
relacion. También se ha asociado al alelo T con un aumento en los niveles de C-HDL,
aunque en nuestra poblacién se observé el fenémeno contrario °>"’° Lo que puede
deberse a las diferentes frecuencias poblacionales, tal es el caso de la poblacion
afroamericana reportada por Kimmm y cols®’, o por la influencia de factores
ambientales y estilo de vida en el caso de la poblacién japonesa™ que presenta una
frecuencia genotipica muy semejante a la nuestra.

En otro estudio, el alelo T fue asociado con una disminucion del riesgo de DM2 y con
altos niveles de colesterol total y C-LDL en plasma en comparacién con otros
genotipos®, sin embargo, estos datos son contradictorios con los obtenidos en el
presente trabajo donde se hall6 que los pacientes con genotipo TT tanto del grupo
control como del EAC tiene niveles elevados de glucosa y una mayor frecuencia de
pacientes con diabetes mellitus en comparacion con los otros dos genotipos. En otros
estudios, no se encontr6 una asociacion entre el SNP -55 C/T UCP3 y gasto
energético, obesidad, IMC, secrecién de insulina o DM2 868,

Las discrepancias entre los estudios que se han reportado hasta ahora y el nuestro
pueden ser explicadas en parte porque estos fueron conducidos en diferentes
poblaciones del mundo, las cuales muestran diferentes frecuencias genotipicas

ademas de que los factores ambientales pueden influir en los resultados encontrados.
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e Anélisis de asociacion multiple de los polimorfismos estudiados.

Finalmente, se realizé el analisis de asociacion multiple de los SNPs de las UCP’s
(UCP1 -3825, UCP2 — 866, UCP3 — 55) tanto para los pacientes como para los sujetos
control. Los resultados se muestran en la tabla 18. El riesgo para cada haplotipo se
compard con respecto a la combinacion de polimorfismos méas frecuente en la

poblacién de estudio.

Tabla 18. Andlisis de asociacién multiple para los SNP UCP1 -3825, UCP2 — 866,
UCP3 - 55, ajustado por sexo, edad e IMC en pacientes con EAC y el grupo control.

Polimorfismos Frecuencias

-3826 -866 -55 Grupo  Grupo Total p OR 95% (IC)
EAC control

UCP1 UCP2 UCP3

G G 0.212 0.199 0.210  ----- NS
2 A A Cc 0.127 0.225 0.204 0.24 NS
G A C 0.142 0.1455 0.136 0.22 NS
“ A G C 0.173 0.109 0.120 0.077 NS
5 A A T 0.122 0.096 0.102 0.024 0.03 (0.00 - 0.61)
“ G A T 0.094 0.082 0.086 0.81 NS
G G T 0.086 0.081 0.084 0.15 NS
“ A G T 0.042 0.061 0.057 0.03 16.10 (1.35 - 191.69)

*p < 0.05, OR: Raz6n de momios, IC: intervalo de confianza. Modelo de regresion logistiica ajustado por edad. Sexo e IMC usada para calcular

el OR (95% IC)

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para la combinacion A A T,
(p= 0.024,) se observéd que el grupo EAC tiene una frecuencia 3% mayor para esta
combinacion en comparacion con el grupo control (12.2% vs 9.6%), con un OR de 0.03
(IC 95% 0.00 - 0.61) lo que indica que este haplotipo podria ser protector en contra de
la EAC, pero solo el 10.2% de la poblacién total en nuestra poblacién presenta este

haplotipo.

En la combinacion A G T (p<0.03), se observaron diferencias significativas en las

frecuencias, en la que el grupo con EAC presentd 4.2% mientras que el grupo control
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presenté una frecuencia de 6.1 %, con un OR de 16.1 (IC 95%1.35 - 191.69) lo que
indica que este haplotipo esta asociado con la presencia de EAC, aunque la frecuencia
en nuestra poblacién de estudio es baja (5.7%), lo que representa un factor que aunado
al estilo de vida y factores ambientales contribuyen al desarrollo de EAC en nuestra
poblacién. De igual manera el grupo de estudio HIFMECH que realiz6 un estudio de
seguimiento durante 10 afios, determino que los hombres caucasicos portadores de las
variantes UCP2 -866 A y UCP3 -55 T tienen un alto riesgo de desarrollar diabetes
mellitus®, que es un factor de riesgo de EAC. Sin embargo, el haplotipo del alelo A de
la UCP2y el alelo C de la UCP3 puede proteger contra la resistencia a la insulina, esto
se observé en nifios espafioles obesos y poblacién adolescente®, estos resultados
difieren con lo encontrado en nuestro estudio pero eso puede deberse a que en nuestro
estudio se realiza la asociacion del SNP de la UCP1, UCP2 y UCP3 con el desarrollo
de EAC, mientras que en el reportado en nifios espafioles obesos se hace solo con los
dos ultimos, ademas de que es una poblacion calcasica que muestra diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas y que el estilo de vida también puede influir
el desarrollo de esta enfermedad de origen multifactorial.

A través de la realizacién del estudio de asociacién mdultiple se pudo detectar un
haplotipo (AGT) que esté relacionado con EAC en nuestra poblacion, ya que con el
andlisis de asociacion por cada uno de los polimorfismos no se pudo detectar ninguna

relacion.

La gran mayoria de los estudios realizados se han enfocado en investigar una posible
asociacion de los polimorfismo de las UCP1, UCP2 y UCP3 con obesidad, DM2, EAC y
enfermedades relacionados con lipidos y lipoproteinas, sin embargo han mostrado
resultados controversiales, dependiendo de la poblaciébn o raza de estudio. Esto
demuestra que factores como: grupos étnicos, estilos de vida, factores ambientales, |,
edad, género y caracteristicas nutricionales de la poblacion aunados a los factores
genéticos, da como resultado variaciones en el efecto de estos polimorfismos sobre la
obesidad, EAC, DM2 y metabolismo de lipidos. Las mutaciones en estos genes, puede
cambiar la actividad o expresion de las UCPs y puede disminuir el gasto energético

basal por variacion del acoplamiento de la fosforilacién oxidativa.
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IX. Conclusiones.

Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte en nuestro pais en el que se
estudia la relacion de los polimorfismos genéticos de las UCP’s (UCP1 -3826 A/G,
UCP2 -866 G/A y UCP3 -55 C/T) en la regién promotora con el desarrollo de EAC y con

factores de riesgo asociados a este padecimiento.

En cuanto al SNP de la UCP1 -3826 A/G, se pudo determinar que el genotipo AA esta
relacionado con niveles disminuidos de C-HDL tanto en pacientes valvulares como en
pacientes con enfermedad arterial coronaria, ademas de que se encontr6 que los
sujetos con este genotipo tienen IMC, niveles de C-LDL, Colesterol total y triglicéridos
mas elevados vs GG y GA, asi como una mayor frecuencia de pacientes con diabetes
mellitus, hipertension arterial y tabaquismo por lo que este genotipo en nuestra
poblacion puede estar asociado con los factores de riesgo que conllevan al desarrollo
de EAC.

En el caso del SNP de la UCP2 -866 G/A se encontr6 que el genotipo GG esta
relacionado con niveles elevados de triglicéridos en comparacion con GG y GA tanto en
pacientes valvulares como en pacientes con EAC. También se pudo observar que hay
una asociacion entre el alelo G con diabetes mellitus y altos niveles de glucosa en

pacientes con EAC.

En tanto que el polimorfismo UCP3 -55 C/T, se pudo determinar que el genotipo TT
esta asociado con altos niveles de triglicéridos en comparacion con CC y CT, ademas
de que los sujetos con EAC con este genotipo presentaron niveles mas elevados de
glucosa, C-LDL y niveles menores de c-HDL. La frecuencia de pacientes con
hipertension arterial y diabetes mellitus fue mayor en los sujetos con el genotipo TT vs
CC y CT en ambos grupos de estudio, por lo que el genotipo TT puede estar
relacionado con los factores de riesgo de EAC. También se logré6 determinar que la
frecuencia de este genotipo y del alelo T es muy alta en comparacién con otras

poblaciones del mundo.

Se encontré que el haplotipo (AGT) esta relacionado con la EAC y su frecuencia en
nuestra poblacion de estudio es de 5.7% (OR=16.10, IC 95%: 1.35 - 191.69) mientras
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gue el haplotipo (AAT) desempefia un papel protector contra la EAC (OR= 0.03, IC
95%: 0.00 - 0.61) con una frecuencia de 10.2%.
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Xll. Apéndice.

Apéndice A.

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO
CHAVEZ”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Paciente

Domicilio:

Teléfono casa: cel.

No. expediente/afiliacion:

Por medio de la presente doy mi consentimiento para participar de manera voluntaria y
sin percepcidon econdmica alguna, en el protocolo de investigacion intitulado .

Por lo cual acepto donar que me sea tomada una muestra de sangre y de grasa
epicardica durante el procedimiento quirtrgico al cual voy a ser sometido. Entiendo que
los datos generados asi como el nombre (s) de (los) participante (s) son totalmente

confidenciales y anénimos.

Me han explicado la importancia y utilidad de la investigacién, asi mismo he
comprendido las explicaciones las cuales se me han dado de manera clara y sencilla,
y que el médico que me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y
me ha aclarado todas las dudas que le he planteado. También comprendo que, en
cualguier momento y sin necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar el
consentimiento que ahora presto.

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE
DEL PROYECTO

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

MEXICO D.F. A DEL MES DE DE 201
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Apendice B.

Técnica de obtencién de DNA por el método de precipitacion Salina.

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

Recolectar 8 mL de sangre total periférica con anticoagulante (EDTA).
En un tubo falcon de 15 mL poner 6 mL de solucién de lisis (SLR 1X) y vaciar toda la
sangre. Mezclar vigorosamente la solucién.
Centrifugar la solucion a 2000 rpm/ 10 minutos. Quitar el sobrenadante con una
pipeta, hacer esto cuidadosamente, sin tocar el paquete.
Agregar nuevamente la solucién de lisis SLR 1X hasta 14 mL, mezclar
vigorosamente y centrifugar a 2000 rpm/10 minutos.
Retirar el sobrenadante sin tocar el paquete. En este paso se puede invertir el tubo y
dejar escurrir. Repetir los lavados hasta que el paquete este completamente limpio,
debera tener una coloracion blanca.
Agregar al tubo falcon, 260 mL de agua estéril; 160 pL de amortiguador de
proteinasa K; 40 L de proteinasa K.
Resusspender el paquete con la solucion. Transfgerir a un tubo eppendorf de 1.5 mL
previamente marcado. Mezclar vigorosamente.
Incubar a 37 °C toda la noche o0 a 55 °C durante 3-4 horas (en este caso agregar a
20uL mas proteinasa).
Una vez que haya finalizado la incubacion agregar 240 pL de NaCl 5M. Mezclar
vigorosamente. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos.
Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf previamente marcado sin tomar
el precipitado.
Centrifugar nuevamente a 14 000 / 10 minutos. Recuperar el sobrenadante. Repetir
este paso hasta que el sobrenadante no tenga sedimentos.
Agregar etanol frio al 95 % e invertir el tubo hasta que aparezca un precipitado
blanco (DNA). Se recomienda dejarlo en el congelador unos minutos.
Centrifugar a 14000/10 minutos. Eliminar el sobrenadante por decantacién y agregar
etanol frio al 70% (Lavado)
Centrifugar nuevamente a 14 000 rmp / 5 minutos. Eliminar el sobrenadante por
decantacion y dejar escurrir el tubo boca abajo.
Secar el tubo a 37 °C o en el concentrador de DNA.
Agregar de 50 a 100 pL de agua estéril y dejar a temperatura ambiente durante 2
horas hasta que se re suspenda el DNA en el agua.
Medir la absorbencia del DNA a 260 nm y la absorbancia de las proteinas a 280 nm,
la relacion entre las absorbancias (260/280) para obtener la pureza, para que una
muestra sea considerada pura el valor debe estar entre 1.7-1.8.
Procedimiento para ajustar el DNA
(Abs260nm)X (50 ng)X(100uL™1) = (ng/uL)X(Vol total del tubo)

= ng totales en el tubo
Para ajustar a 200 ng/uL dividir los ng totales entre 200 y al resultado restarle el
volumen total del tubo eppendorf y ese valor es que que hay que agregar de TE al
tubo para ajustar la concentracion del DNA a 200 ng/uL.
UDO; unidad de densidad 6ptica a 260 nm= 50 ngX 100puL (Vol. De dilucién)= 5000.
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Apéndice C:
Amplificaciéon por PCR.

En un tubo matriz se coloca la mezcla de reaccién para posteriormente distribuir la en
los tubos Eppendorf de 200 pL para PCR

Reactivos Volumen (uL)
Mezcla de dNTPs [1.25 mM] 4
Amortiguador libre de Mg [10 2.5
X]

MgCI2 [25 mM] 1.5
Iniciador Forward [10 uM] 2.5
Iniciador Reverse [10 uM] 2.5
Taq polimerasa 0.125
Agua 9.3
DNA [200 ng/uL] 2.5
Volumen final 25
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Apendice D. Soluciones
Solucion para lisis de celular Rojas (SLR)

Para un litro 20 X

50 mL de Tris 2M 12.12 ¢
50 mL de Mg Cl, 1M 10.169
100 mL de NaCl 1M 5.78 ¢

Ajustar el pH a 7.6 y aforar a 1L.

Buffer de proteinasa K (5X)

Para 100 mL
NaCl 0.375 M 2.19g
EDTA 0.12M 4.469

Ajustar el pH a 8 y aforar a 10 ml con agua.
Filtrar con un filtro de nitrocelulosa.
Proteinasa K.

Ajustar a 10 mg/ml con agua estéril.

SDS 20%

NaCl 5M 14.6 g en 50 mL



Apéndice E

Gel de Agarosa 1.5 % (37 mL)

Soluciones

BUFFER CONCENTRACION DE LA SOLUCION STOCK (100 mL)

Tris-borato (TBE 5X)

Tris Base 54 g
Acido borico 2759
EDTAO05M 20 mL

Ajustar aun pH de 8y aforara 1 L.
Bromuro de etidio (100 mL) 0.5 mg en agua desionizada.

Procedimiento: En un matraz Erlenmeyer de 100 mL colocar 750 mg de agarosa, adicionar
100 mL de TBE 1X. Calentar en un horno de microondas hasta que se disuelva la agarosa.
Dejar que se enfrié un poco y adicionar 7 pL de bromuro de etidio, tener precaucion para evitar
gue se polimerice. Vaciar en un molde de una camara de electroforesis y colocar un peine de
1.5 mm de ancho. Dejar polimerizar aproximadamente 20 minutos. Una vez que este haya
polimerizado retirar el peine y llenar la camara con solucion amortiguadora TBE 1x, colocar 10
ML de muestra en cada pozo previamente diluida con 2 pL de colorante por cada pozo. se
disolvi6 por completo. En uno de los pozos colorar un marcador de DNA. Dejar que las
muestras migren durante 45 minutos a 80 V. Colocar el gel en un transiluminador con lampara
de rayos UV para determinar donde migraron los fragmentos de DNA.
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Apéndice F

Preparacion gel de acrilamida al 8%.

Soluciones:

Agua 4.6 mL
Acrilamida 2.6 mL
Amortiguador TBE(Tris-borato-EDTA) 1X 0.8 mL
TEMED (N, N, N’, N’- Trietilmetilendiamina) 16 pL
Persulfato de amonio 10%. 64 uL

Preparacion:

1. Limpiar los vidrios con etanol, eliminar todos los residuos de grasa posible.
2. Montar los vidrios a la cAmara, asegurarse de que no haya fuga.

3. Preparar el gel con las cantidades indicadas arriba de cada una de las sustancias en el
orden descendente.

4. Verter cuidadosamente el gel a la camara, colocar un peine de 1 mm de ancho.

5. Esperar a que polimerice el gel y después quitar el peine.

6. Llenar la cAmara con un amortiguador de TBE 1x.

7. Cargar las muestras de DNA, colocar 8 uL de DNA mas 2 pL de colorante de carga.

8. Correr a 30 V durante 15 minutos, después aumentar el voltaje a 80 V durante 2 horas y

media.
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Apéndice G.

Tincion con plata.

Solucion fijadora del gel (preparar 300 mL) (10-15 minutos)
Etanol al 10 % agregar 30 mL

Acido acético al 0.5 % agregar 1. 5 mL.

Aforar a un volumen final de 300 mL con agua destilada.
Solucién de tincién (preparar 100 mL) (5 minutos)
AgNO3 al 0.2% pesar 200 mg

Disolver en 100 mL de la solucién fijadora (1)

Solucion de revelado (preparar 100 mL) (5 min)
NaOH al 3%: pesar 200 mg

Foirmaldehido: agregar 300 uL

Disolver en 100 mL de la solucién fijadora (1)

Solucién de paro (preparar 100 mL)

Acido acético glacial al 1.5 %: agregar 1.5 ml

Aforar a 100 mL.

Procedimiento:

1. Enjuagar el recipiente de plastico. con agua destilada y con la solucion fijadora.

2. Agregar 200 ml de la solucién fijadora en un recipiente de plastico.

3. Colocar el gel en el recipiente con la solucion fijadora, agitar suavemente durante 15
minutos.

4. Retirar la solucion fijadora y adicionar la solucién de tincién, mantener en agitacion
durante 5 minutos.

5. Retirar la solucién de tincién y enjuagar con agua destilada.

6. Agregar la solucién de revelado y agitar durante 10 minutos aproximadamente o
hasta que se note la presencia de las bandas de DNA.

7. Adicionar la solucién de paro.
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