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Resumen

La seleccion positiva modifica el componente genético y los fenotipos de la
poblacion, facilitando su adaptacion al ambiente. Es por esto que el estudio de
variantes con huellas genéticas de seleccion positiva es una estrategia para
identificar variantes asociadas a enfermedades metabdlicas. El presente estudio se
ha dirigido a analizar si la variante genética rs2980869 cercana gen (TRIB1), que
presenta evidencias de seleccion positiva reciente. Esta variante se encuentra
asociada con enfermedades metabdlicas de alta prevalencia en la poblacién
mexicana y que son factores de riesgo para la enfermedad arterial coronaria (EAC)
prematura en un estudio de casos y controles del proyecto GEA (Genética de
Enfermedad Aterosclerosa). Los analisis estadisticos confirmaron que el alelo T del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs2980869 se asocio significativamente
con niveles mas bajos de fosfatasa alcalina (ALP) y niveles mas altos de colesterol
HDL (C-HDL) en la poblacién control del estudio Genética de la Enfermedad
Aterosclerosa (GEA). Al estratificar esta poblacién por género, se encontr6é que en
hombres, este alelo (T) se asocid a un menor riesgo de enfermedad arterial
conronaria (EAC) y de higado graso no alcohdlico, pero a un mayor riesgo de
diabetes mellitus tipo 2. Estos resultados resaltan la complejidad del papel que tiene
el gen TRIB1 en el desarrollo de estas enfermedades, probablemente debido a
interacciones gen-gen y gen-ambiente que modulan el efecto de este gen sobre los

rasgos metabdlicos.



Abstract

Positive selection modifies the genetic component and the phenotypes of the
population, allowing its adaptation to the environment. This is why the study of
variants with positively selected genetic fingerprints is a strategy to identify variants
associated with metabolic diseases. The present study aimed to analyze whether
the genetic variant rs2980869 (TRIB17), with genetic evidence of recent positive
selection, is associated with cardiovascular risk factors and premature coronary
artery disease (CAD) in a case-control study of the project GEA (Genetics of
Atherosclerotic Disease). Statistical analysis confirmed that the T allele of single
nucleotide polymorphism (SNP) rs2980869 was significantly associated with lower
levels of alkaline phosphatase (ALP) and higher levels of HDL cholesterol (HDL-C)
in the control population of GEA. When stratifying this population by gender, it was
found that in men, the “T” allele was associated with a lower risk of CAD and non-
alcoholic fatty liver disease, but was also associated with an increased risk of type 2
diabetes mellitus. These results highlight the complex role of TRIB1 gene in the
development of these diseases, probably due to gene-gene and gene-environment

interactions that modulate the effect of this gene on metabolic traits.



1. Introduccion

Desde hace algunas décadas las poblaciones mexicana y México-americana tienen
una alta incidencia y prevalencia de enfermedades metabdlicas como la obesidad,
la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), las dislipidemias y el higado graso no alcohdlico
(Aguilar-Salinas et al. 2009; Clark 2006). Estos trastornos suelen presentarse de
manera conjunta y son considerados factores que incrementan el riesgo
cardiovascular (Inzucchi et al. 2012) desarrollo de la enfermedad arterial coronaria
(EAC). La EAC es un proceso particularmente complejo en el que intervienen
factores genéticos y ambientales (Assmann, Cullen, y Schulte 2002). Esta patologia
y su complicacion mas frecuente, el infarto de miocardio, son la principal causa de
muerte en México y el mundo (Sayols-Baixeras et al. 2014). Por ello es de gran
importancia identificar personas en riesgo de padecer enfermedades metabdlicas
de alta prevalencia en la poblacion mexicana que son factor de riesgo
cardiovascular estudiando los mecanismos moleculares que participan en su

desarrollo.

1.1. Aterosclerosis
La aterosclerosis es la enfermedad crénica de mayor prevalencia y es la causa
directa de mas del 50% de las defunciones y del 60% de los gastos en salud de la
poblacién adulta en México (Morales, Gonzalez, y Kalb 2016). La aterosclerosis
provoca una amplia gama de enfermedades como la enfermedad arterial periférica,
el evento vascular cerebral, la insuficiencia renal crénica, la hipertension arterial
sistémica y la EAC junto con su complicacion mas importante (Lusis, Mar, y

Pajukanta 2004).



Figura 1. Esquema de la pared de un vaso
sanguineo normal, compuesto de distintas capas.
La intima es la capa mas interna, consiste en una
capa simple de células endoteliales que revisten el
vaso sanguineo, apoyado por una capa de tejido
conectivo. La capa media estd compuesta de
células de musculo liso y esta intercalada entre la
lamina elastica interna y externa. La adventicia es
la capa mas externa y consiste principalmente en
fiboras de colageno que protegen al vaso
sanguineo (Ashley y Niebauer 2004).

intima Lamina elastica Lamina elastica Capa Adventicia
interna externa media

1.1.1. Fisiopatologia
La aterogénesis se desarrolla a lo largo de muchos afios y, aunque inicialmente es
asintomatica, puede causar episodios clinicos agudos y graves, los cuales pueden
constituir la primera manifestacién sintomatica de la enfermedad. Las arterias
(representadas en la Figura 1) se dafan por la formacion de la placa de ateroma,
en la que participan varios procesos que se describen a continuacion y se

esquematizan en la Figura 2.

1. Formacion de la estria grasa. - Inicia con la acumulacion de lipidos,
elementos fibrosos y moléculas inflamatorias a lo largo de la capa mas
profunda de la arteria coronaria (Lusis, Mar, y Pajukanta 2004; Sanz, Moreno,
y Fuster 2012; Tabas y Glass 2013; Sakakura et al. 2013). Este proceso
comienza con la fijacion de colesterol, unido a lipoproteinas de baja densidad
(C-LDL), en el subendotelio. Las C-LDL pueden posteriormente ser oxidadas
por distintos agentes, efecto favorecido por el secuestro del colesterol LDL
dentro de la intima, capa que separa a las lipoproteinas de los antioxidantes

plasmaticos, desencadenando la respuesta inflamatoria que provoca la



formacion de lesiones en los tejidos.

2. Reclutamiento de leucocitos. - Las particulas de C-LDL modificadas por
oxidacion son potentes moléculas quimiotacticas que inducen la expresién
de moléculas de adhesion vascular en la superficie del endotelio. Este
proceso promueve la activacion y adhesion de monocitos, causando su
migracion y acumulacion en el espacio subendotelial.

3. Formacion de células espumosas. - Una vez dentro de la intima, los
monocitos se diferencian a macréfagos (Ghattas et al. 2013). Estos ultimos
se unen a C-LDL oxidadas via los receptores denominados “scavenger” para
convertirse en células espumosas (Glass y Witztum 2001). El resultado final
de este proceso es la formacion de la primera lesion aterosclerética tipica, es
decir, la estria grasa en la cual las células espumosas estan presentes en el
subendotelio. Estos cambios generan una respuesta inmune a nivel celular y
humoral con un estado cronico de inflamacion (Libby, Ridker, y Hansson
2011; Witztum y Lichtman 2014).

4. Maduracion de la placa de ateroma. - Este proceso continua con la migracion
de células de musculo liso de la capa media a la intima, dando como
resultado la transicion de la estria grasa a una lesion mas compleja (Glass y
Witztum 2001). Una vez que las células de musculo liso se encuentran en la
intima, producen moléculas de matriz extracelular, creando una capa fibrosa
que cubre la estria grasa original. Se desarrollan las placas de ateroma que
van estrechando y endureciendo las arterias hasta obstruirlas.

Los niveles de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) se asocian

en forma inversa con el riesgo de desarrollo de aterosclerosis. El mecanismo por el
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cual HDL ofrece proteccion desde la iniciacion y progresion de la enfermedad
vascular oclusiva es complejo y multifactorial. Se considera que el principal efecto
anti-ateroscleratico de las HDL es el transporte reverso del colesterol (transporte del
colesterol desde los tejidos periféricos al higado). Se ha demostrado que las HDL
eliminan el colesterol del tejido vascular periférico transportandolo al higado. Sin
embargo, las HDL tienen multiples efectos fisiolégicos que pueden tener un papel
en reducir el riesgo de aterosclerosis. Por ejemplo, se ha demostrado que las HDL
tienen efectos benéficos en la funcidn plaquetaria, funcidon endotelial, parametros de
coagulacion, inflamacidn e interaccion con lipoproteinas ricas en triglicéridos

(Bandeali y Farmer 2012).

C-LDL
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‘ §>~‘ 3 . > : ... ', 2
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Figura 2. Etapas del establecimiento de la placa aterosclerotica. 1. Entrada de
lipoproteinas al subendotelio en donde se modifican por oxidacion. 2. Las particulas
de LDL son potentes quimiotacticos que inducen expresion de moléculas de
adhesién en el endotelio vascular. 3. Adhesion y migracion de monocitos al
subendotelio. 4. Diferenciacion de monocitos a macréfagos, estos ultimas endocitan
lipoproteinas oxidadas. 5. La endocitosis de lipoproteinas modificadas da lugar a la
formacion de células espumosas. 6. Establecimiento de la estria grasa por la
acumulacion de células espumosas. 7. Migracion de células de musculo liso
resultando en la transicion de la estria grasa a una lesion mas compleja. 8. Células
de musculo liso inducen produccién de matriz extracelular, creando una capa fibrosa
(Jason M., Francis R., y James H. F. 2014).



1.2. Enfermedad Arterial Coronaria (EAC)
Las enfermedades del corazon son la primera causa de muerte en México y en el
mundo (INEGI 2018), de las cuales, mas del 80% son por EAC (INEGI 2018; WHO
2019). La EAC es una enfermedad crénica, inflamatoria y compleja. Esta se
caracteriza por la remodelacién y el estrechamiento de las arterias coronarias que
suministran oxigeno al corazon. La EAC se debe al desarrollo de aterosclerosis en
las arterias coronarias. Puede tener varias manifestaciones clinicas, incluyendo la
angina estable, el sindrome coronario agudo y el infarto del miocardio. Esta
enfermedad tiene una compleja etiopatogénesis y es de origen multifactorial. La
EAC se asocia a factores ambientales que incluyen la dieta occidentalizada, el
habito de fumar, el sedentarismo, asi como factores genéticos que modulan el
riesgo de padecer esta enfermedad. Estos factores actuan individualmente o en
interaccidn incrementando el riesgo de padecerla (Sayols-Baixeras et al. 2014). La
presencia de placa de ateroma en las arterias coronarias eventualmente puede
obstruir el lumen arterial, causando sintomas por falta de oxigeno en el miocardio.
La oclusion de lumen arterial puede ser parcial causando isquemia (angina de
pecho), o puede ser permanente causando necrosis del miocardio (infarto). Las
placas de ateroma pueden ser estables (con poco contenido lipidico y con una capa
fibrosa gruesa) o inestables (con alto contenido lipidico y una capa fibrosa delgada)
como se muestra en la Figura 3. Cuando la placa inestable sufre ruptura, se liberan
factores protromboticos y vasoconstrictores que aumentan la probabilidad de la

oclusion completa de la arteria (Ashley y Niebauer 2004).



Figura 3. El desarrollo de la placa
aterosclerdtica consiste de un nudcleo de
células espumosas muertas (macréfagos
llenos de lipidos y células de musculo liso)
cubiertas por una capa fibrosa (una region de
la intima engrosada como resultado de
depositos de fibras de colageno y elastina en
las células de musculo liso). EI engrosamiento
de la pared arterial y la invasion gradual de la
placa aterosclerética hasta el espacio luminal,
puede eventualmente resultar en restriccion del
flujo sanguineo. Las placas inestables son susceptibles de ruptura, son mas blandas y tienen una
capa fibrosa mas delgada. La ruptura desencadena la formacion de un coagulo de sangre, que puede
bloquear el flujo sanguineo a través de la arteria (Ashley y Niebauer 2004).

1.3. Genética y Genémica de la EAC
La EAC es una enfermedad compleja que resulta de numerosas contribuciones
aditivas e interactivas en el entorno de un individuo y su estilo de vida, en
combinacion con su arquitectura genética subyacente. Por ello, se han realizado
esfuerzos continuos por encontrar loci asociados con EAC (Van der Harst y Verweij
2018), destacando algunas investigaciones como la del locus 9p21.3y gen TCF21,
entre otros mediante Estudios de Asociacion de Genoma Completo (GWAS, por sus
siglas en inglés). En la ultima década se han realizado estudios de meta-analisis a
gran escala de GWAS en EAC (CARDIoGRAMplusC4D Consortium et al. 2013;
Howson et al. 2017; Nelson et al. 2017; Nikpay et al. 2015; Schunkert et al. 2011;
Verweij et al. 2017). En cada estudio se ha utilizado un tamafio de muestra cada
vez mayor, que ha llegado en el ultimo estudio a 122,733 casos y 424,528 controles.
A la fecha se han identificado 161 loci asociados a EAC (Funahashi & Matsuzawa,
2006; Hotta Kikuko et al., 2000; Pischon et al., 2004)(Van der Harst y Verweij 2018); sin
embargo, estas variantes contribuyen a tan solo el =11% del total de la heredabilidad

estimada para el riesgo de padecer EAC y su valor clinico predictivo es limitado
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(McPherson y Tybjaerg-Hansen 2016; Abraham et al. 2016; Gagliano et al. 2014;
Manolio et al. 2009). El resto de la heredabilidad, no explicada por estas variantes
genéticas (heredabilidad perdida), puede estar representada en las variantes
comunes y raras que se perdieron en los arreglos de genotipificacion o una
imputacién imprecisa debida a la heterogeneidad alélica o caracteristicas
especificas de la poblacion (Nikpay et al. 2015). A pesar del éxito de recientes
GWAS, aun hace falta mucho en el entendimiento de la funcidén de multiples loci de
riesgo identificados. Resulta interesante que la mayoria de loci identificados para
EAC (por GWAS) se encuentran en regiones no codificantes del genoma. Es el caso
de dos variantes (rs17321515, rs2001844) cercanas al gen TRIB1 asociadas a
mayor riesgo de EAC en poblaciones caucasicas, que ademas afectan los niveles

de TG (Douvris et al. 2014).



Tabla I. Factores de riesgo cardiovascular tradicionales (modificables y no modificables) y no
tradicionales.

Edad (El envejecimiento aumenta el riesgo)

Género (Generalmente los hombres tienen un mayor

No modificables riesgo de EAC)

Historia familiar de EAC

Origen étnico

. Dieta alta en grasas
Tradicionales| 9

Estilo de vida sedentario

Hipertensién arterial sistémica

[Modificables Sobre peso u obesidad

Niveles de colesterol

Diabetes mellitus

Estrés

indice tobillo-brazo (ABI por sus siglas en inglés)
No tradicionales

Alta sensibilidad a proteina C reactiva (hsCRP)

Calcio coronario

1.4. Factores de riesgo cardiovascular

Los factores de riesgo cardiovascular son variables que contribuyen en forma
independiente y aditiva en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como
la EAC. Los factores de riesgo cardiovascular se pueden clasificar en modificables
y no modificables, como se muestra en la Tabla I. A continuacion, se describen los
principales trastornos metabdlicos que son factores de riesgo asociados al

desarrollo de EAC.
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1.4.1. Sindrome Metabdlico (SM)
El SM es una entidad clinica cuya prevalencia mundial se incrementa afio con afio,
convirtiendose en un serio problema de salud publica. Se considera que este
aumento se debe a cambios en la dieta y al estilo de vida sedentario (Giraldoni
2011). El término de Sindrome Metabdlico lo acuid por primera vez Haller y
Hanefeld en 1975, definido como una combinacién de factores de riesgo que cuando
se presentan juntos aumentan el riesgo de DMT2, EAC (O’Neill y O’Driscoll 2015) y

el riesgo de mortalidad aproximadamente 1.6 veces (Sookoian y Pirola 2011).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de SM son la inactividad fisica
asi como la dieta alta en grasas y carbohidratos, lo cual contribuye al desarrollo de
obesidad central y resistencia a la insulina (IR, por sus siglas en inglés) (Deedwania
y Gupta 2006). Los componentes agrupados en la definicibn de SM incluyen
obesidad central, IR, hipertension arterial sistémica y dislipidemia
(hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia) (Cornier et al. 2008). Sin embargo, la
definicion precisa y contribucion de los componentes del SM aun estan en debate
(detallado en la tabla Il). Hasta el momento, los métodos diagnodsticos de SM mas
utilizados son los propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
National Cholesterol Education Program: Adult Treatment Panel lIl (NCEP:ATPIII) e
International Diabetes Fedaration (IDF) (Tabla Il) (Giraldoni 2011), considerando
suficiente el hecho de tener al menos tres de los cinco criterios descritos en la Tabla
Il. La obesidad y la resistencia a la insulina han sido sefialados como criterios
indispensables en el diagnostico del SM (para la OMS e IDF, respectivamente)

(Rhys Williams, Colagiuri, Reem Almutairi, et al. 2019) (Rhys Williams, Colagiuri,
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Reem, et al. 2019); aun cuando no todos los individuos con SM presentan obesidad
y/o RI. Ademas, debe considerarse que los umbrales para las medidas de
circunferencia de cintura (CC) requieren ser especificas por etnia (Tabla Ill) (Alberti

et al. 2005).

Tabla Il. Criterios de diagnéstico de Sindrome Metabdlico.

oms NCEP: ATPIIl IDF
Niveles de insulina elevados Al menos tres de los siguientes Obesidad central = CC (etnia y
criterios: genero especifico)

- I + dos de los siguientes criterios.
+ dos de los siguientes criterios

1. Obesidad abdominal 1. Obesidad central 1. Triglicéridos

-1
CC>37” CC =94 cm (hombres) = lednigel
IMC >30 kg m CC = 80 cm (mujeres)
2. Colesterol- HDL
o . 2. Triglicéridos <40 mg dL"' (Hombres)
1
2. Triglicéridos >150mg dL >150mg dL-" <50 mg dL”" (mujeres)
3. Colesterol - HDL 3. Colesterol — HDL
<35 mg dL-! (hombres) <40 mg dL"' (hombres) £ A S TS i il
<39 mg dL™" (mujeres) <50 mg dL™" (mujeres)
4. PA = 140/90 mm Hg 4. PA = 130/85 mm Hg 4. PA2130/85 mm Hg

5. Glucosa en ayuno

5. Glucosa en ayuno >5 6mmol/L. o DMT2

5. Microalbuminuria >30 mg/g 2110 mg/dL

Abreviaturas: OMS, Organizacion Mundial de la Salud; NCEP: ATPIIl, National Cholesterol for the
study of Insulin Resistance; IDF, International Diabetes Federation; IMC, indice de masa corporal;
PA, Presion Arterial; CC, Circunferencia de Cintura; DMT2, Diabetes Mellitus Tipo 2.

El SM ha aumentado su prevalencia en concordancia con el incremento de la
obesidad y la edad promedio de la poblacion (Ervin 2009). El grupo de Kaur et al.,
(2014) report6 que la prevalencia mundial de SM esta entre 10 y 84% dependiendo
de la etnia, edad, género y raza, mientras que la IDF estima que un cuarto de la
poblacién mundial tiene SM. El 20% de los adultos del mundo occidental padecen
SM (O’Neill y O’Driscoll 2015). En México, se encontré que mas de 6 millones de

personas padecian SM de acuerdo a los criterios de la OMS, y mas de 14 millones
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de personas estarian afectadas bajo los criterios del ATPIIl e IDF (Rhys Williams,

Colagiuri, Reem, et al. 2019).

Tabla lll. Criterios diagnosticos de obesidad central de
acuerdo a la circunferencia de cintura en distintas etnias.

Etnia Hombres Mujeres
Europeos >102 cm >88 cm
Asia del sur =290 cm 280 cm

Ameérica central y

Sudamérica =S CIL =B EIL
Mediterraneos 294 cm =80 cm
Africanos =294 cm =80 cm
Chinos 290 cm =80 cm
Japoneses =90 cm =80 cm

1.4.2. Obesidad
La obesidad es uno de los mas grandes problemas de salud a nivel mundial y esta
asociada con el incremento de la morbilidad y la mortalidad. También se ha

asociado al rapido progreso econdmico de paises en desarrollo, resultando en
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cambios en el estilo de vida, es decir, en dietas hipercaldricas (dieta occidental) y el
sedentarismo (Shen, Goyal, y Sperling 2012). Ademas, el envejecimiento promedio
de las poblaciones ha resultado en una epidemia de obesidad a nivel mundial (Fall
y Ingelsson 2014). La obesidad es una enfermedad cronica de etiologia
multifactorial que resulta de una compleja interaccion entre los genes y el ambiente
Tabla IV (Fall y Ingelsson 2014). Se define como el exceso de grasa (tejido adiposo)
en relacion al peso corporal que se encuentra asociado con riesgos de salud
(Walker y Walker 1989). La obesidad es resultado de un desequilibro energético
caracterizado por un exceso en el consumo calérico y una disminucion del gasto de
energia. Este desequilibrio permite un almacenamiento desmedido de triglicéridos
en el tejido adiposo. Los efectos metabolicos adversos causados por la obesidad
pueden incrementar el riesgo de padecer DMT2, cancer, higado graso no alcohdlico,
trastornos hormonales, hipertension arterial sistémica, enfermedad cardiovascular

y la mortalidad (Herrera y Lindgren 2010).

La forma mas precisa de evaluar la obesidad y adiposidad es a través de métodos
como la tomografia computarizada, la imagen de resonancia magnética y la
densitometria para la evaluacion de la composicion corporal. Sin embargo, estas
técnicas son complicadas, costosas y no son accesibles para toda la poblacion.
Generalmente, la estimacidn de la grasa corporal se hace de forma indirecta a
través de mediciones antropométricas tradicionales del peso, la talla, los perimetros
corporales y el espesor del pliegue subcutaneo. El indice de masa corporal (IMC) o
Quetelet index es un método de diagnodstico simple y ampliamente aceptado, que

relaciona el peso con la altura y es un buen indicador de sobrepeso y obesidad. Se
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considera como sobrepeso a individuos con IMC de 25-29 kg/m? y al IMC >30 kg/m?
como obesidad. En anos recientes, ha incrementado la especulacidon sobre cual es
la mejor medicion de sobre peso y obesidad, capaz de detectar a los individuos con
sindrome metabdlico (Després y Lemieux 2006) y riesgo cardiovascular (Lee et al.
2008; WHO Expert Consultation 2004). La relacién cintura cadera (WHR Waist Hip
Ratio, por sus siglas en inglés) es un predictor mas preciso de obesidad relacionada
a riesgo cardiovascular. Estas mediciones han remplazado al IMC en distintas
definiciones de diagndstico clinico de sindrome metabdlico (Zimmet et al. 2005;
Després y Lemieux 2006)._Ademas, se ha observado que los individuos con un
exceso de tejido adiposo intra-abdominal o visceral tienen sustancialmente mayor

riesgo de tener resistencia a la insulina y SM (Després y Lemieux 2006).

1.4.3. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2)
La DMT2 es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia, debido a
una resistencia a la accion de la insulina sobre sus tejidos blanco y una disfuncion
de las células beta pancreaticas (Hara et al. 2014). El efecto de la diabetes no
controlada es la hiperglucemia sostenida, que con el tiempo dafia gravemente
muchos o6rganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos
(Chen, Magliano, y Zimmet 2012)23/9/20 13:32:00. Se estima que la DMT2
disminuye la esperanza de vida de 5 a 10 afios y en el mundo uno de cada doce
personas padece este trastorno. Se espera que el numero de personas con
diabetes se incremente a 642 millones para el 2040 (Rhys Williams, Colagiuri,

Reem, et al. 2019). México es el sexto pais con mayor prevalencia de DMT2 en el
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mundo y es la segunda causa de muerte en este pais, solo detras de la enfermedad

cardiovascular (ENSANUT 2018).

Los pacientes con DMT2 son un grupo heterogéneo, la mayoria son obesos y en
ellos predomina una distribucién de la grasa abdominal (adiposidad central). En
ocasiones, la DMT2 se diagnostica hasta que aparecen complicaciones, por lo que
se calcula que un tercio de los afectados desconoce su diagnéstico. Los sintomas
aparecen de forma subita y consisten en la excrecién excesiva de orina (poliuria),
sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso y cansancio
(Inzucchi et al., 2012). Los criterios diagnosticos de DMT2 de acuerdo a la
“‘American Diabetes Association” (ADA) son: glucosa plasmatica en ayuno > 126
mg/dL (7.9 mmol/l); o sintomas de DMT2 de hiperglicemia o niveles de glucosa
plasmatica casual >200 mg/dL (11.1 mmol/l) (casual se define como cualquier hora
del dia sin tener en cuenta el tiempo que ha transcurrido desde la ultima comida);
mediante una prueba de tolerancia a la glucosa, con una glucemia 2200 mg/dL dos
horas después de la dosis oral, o bien HbA1¢c>6.5%. Las complicaciones pueden
manifestarse como insuficiencia renal cronica (nefropatia), retinopatia diabética,
cetoacidosis, complicaciones en la piel (susceptibilidad a infecciones), neuropatia
diabética, gastroparesis (paralisis estomacal) y/o enfermedad cardiovascular,

principalmente (Otero Morales et al. 2006).

1.4.4. Dislipidemias
Las dislipidemias son trastornos del metabolismo de lipidos que pueden estar
afectando diferentes vias, principalmente cambios en la funcion y los niveles de las
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lipoproteinas (Reiner et al. 2011). Las dislipidemias cubren un amplio espectro de
anormalidades y se dividen en dos grandes grupos: las monogénicas (cambios en
un solo gen) que son poco comunes, suelen ser graves y aparecen a edades mas
tempranas (enfermedad de Tangier, sitosterolemia e hipercolesterolemia familiar);
y las dislipidemias multifactoriales o poligénicas, que son las mas comunes y en su
desarrollo intervienen distintos genes que interactuan con el ambiente. La
importancia de las dislipidemias se debe al papel que tienen en la aterogénesis,
mediante el cumulo de C-LDL en plasma que altera la funcidén del endotelio y una
concentracion insuficiente de C-HDL (lipoproteinas que se asocian a menor
aterogénesis). Las dislipidemias se consideran como blancos en la prevencion de

la enfermedad cardiovascular (Reiner et al. 2011).

Las dislipidemias suelen ser asintomaticas, se detectan al determinar
concentraciones sanguineas anormales de colesterol total (CT), triglicéridos (TG),
colesterol LDL (C-LDL) y/o colesterol HDL (C-HDL) (Aguilar-Salinas et al. 2009). Se
clasifican en hipercolesterolemia (CT >200mg/dL), hipertrigliceridemia (TG >150
mg/dL), hiperlipidemia mixta (CT >200mg/dL y TG >200mg/dL) e
hipoalfalipoproteinemia (C-HDL <50 mg/dL mujeres, <40mg/dL hombres). El
diagnastico clinico de las dislipidemias se basa en la determinacion cuantitativa de
las fracciones lipidicas antes mencionadas. Se evaluan los componentes lipidicos
que incluyen colesterol total, TG, C-HDL, relacion de colesterol total/colesterol HDL
(cuyo valor deseable debe ser menor a 4.5). La determinacion semicuantitativa de
colesterol LDL y VLDL se estima utilizando la formula de Friedewald C-LDL= C-Total

-(Triglicéridos/5 + C-HDL). El perfil de lipidos es uno de los principales factores
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utilizados para la determinacion del riesgo cardiovascular (Sayols-Baixeras et al.

2014).

Las dislipidemias tienen una elevada prevalencia en la poblacibn mexicana en
proporciones alarmantes: 48.7% para hipercolesterolemia, 57.3% para
hipertrigliceridemia y 52.4% para hipoalfalipoproteinemia. En los hombres (>50
anos) el riesgo de morir por EAC es del 38% cuando sus niveles de colesterol en
sangre son >180 mg/dL y el factor de riesgo aumenta al 64% cuando sus niveles
son >240 mg/dL. Se considera que por cada 30 mg/dL de la fraccion de C-LDL hay
un aumento del 30% en el riesgo de cardiopatia isquémica. En caso contrario, la
reduccion de C-LDL con niveles en el rango de 77 a 116 mg/dL disminuye la
incidencia de infarto de miocardio, de revascularizacion o de evento vascular de 40

a 50% (Escobedo-de la Pefia, Rodriguez-Abrego, y Buitrén-Granados 2010).

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés) ademas de ser
transportadoras de lipidos y tener un papel en el transporte reverso del colesterol,
transportan un numero muy variable de proteinas, micro-RNAs, vitaminas y
hormonas, lo que les otorga la capacidad de mediar una gran cantidad de
mecanismos moleculares y celulares que promueven la salud cardiovascular. Sin
embargo, cada vez es mas evidente que la presencia de factores de riesgo
cardiovascular y las comorbilidades alteran la carga de HDLs y sus funciones
protectoras. Las principales funciones de las HDLs en diferentes sistemas celulares
como el higado incluyen el transporte reverso del colesterol y la regulacion de la
homeostasis de glucosa; en el sistema cardiovascular participan con el eflujo del
colesterol, capacidad antioxidante, reparacion endotelial/vasodilatacion, actividad
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antitrombdtica y actividad antiapoptética; en el sistema inmunoldgico tienen un
papel en la respuesta inmune adaptativa y la inmunidad inata, promoviendo el eflujo
del colesterol en macrofagos, la regulacion de la homeostasis y tienen actividad anti-
inflamatoria (Ben-Aicha, Badimon, y Vilahur 2020). Estudios epidemiolégicos han
demostrado que el C-HDL esta asociado inversamente con el riesgo cardiovascular
(Riggs y Rohatgi 2019). El “Framingham Heart Study” demostro la asociacion de
niveles bajos en C-HDL (<40 mg/dL hombres y <60 mg/dL mujeres) con eventos
cardiovasculares adversos (T. Gordon et al. 1977), y otros estudios posteriores han
demostrado que el riesgo cardiovascular disminuye 2-3% por 1 mg/dL de
incremento de C-HDL en suero (D. J. Gordon etal. 1989). Sin embargo,
paradodjicamente, pacientes con errores innatos del metabolismo de las HDL han
mostrado que la pérdida de las HDL o altos niveles de las mismas no se traducen
automaticamente en aceleracion o proteccion de la aterosclerosis, respectivamente.
Un cumulo de evidencias sugieren que las HDLs pueden perder sus funciones
ateroprotectoras en enfermedad cronica e inflamatoria y convertirse en particulas
de HDL disfuncionales (Navab etal. 2009). Las HDL pueden incluso adquirir
propiedades aterogénicas, por ejemplo, la porcion de HDL que contiene apoClli
puede directamente asociarse con enfermedad cardiovascular (Jensen et al. 2012).
ApoClll tiene actividad proinflamatoria y un efecto proaterogénico en células que
participan en la aterosclerosis (Zheng et al. 2013). Las HDL puede adquirir apoClli
durante su secrecion en el higado, intestino o por la transferencia de LDL en
circulacién sanguinea (Sacks, Zheng, y Cohn 2011; Zheng et al. 2013). Dichos

hallazgos indican que la relacion de colesterol-HDL con la aterosclerosis no es tan
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simple ni necesariamente es causal, como lo es la relacion que existe entre el

colesterol-LDL vy el riesgo cardiovascular (Mani y Rohatgi 2015).

1.4.5. Higado Graso No Alcohdlico (HGNA)

El HGNA es una entidad patologica que refiere un espectro de enfermedades del
higado, en el rango que va de esteatosis hepatica (infiltracion de grasa en el higado)
a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA, esteatosis con inflamacion y necrosis de
hepatocitos) y puede progresar a cirrosis y hepatocarcinoma ACSM, A. C. of S.

(2013).

El HGNA esta fuertemente asociado con obesidad y otros trastornos metabdlicos
tales como la resistencia a la insulina, DMT2, dislipidemia, todas ellas entidades que
son componentes del SM (Bacon et al. 1994; Braillon et al. 1985; Browning et al.
2004; Marchesini et al. 1999; Wanless y Lentz 1990). Sin embargo, el proceso
fisiopatoldgico es mas complejo debido a que no todos los sujetos con sindrome
metabdlico desarrollan esteatosis hepatica y no todos los individuos con esteatosis

hepatica desarrollan esteatohepatitis o cirrosis (Angulo 2002).

En las ultimas décadas se ha incrementado la prevalencia del HGNA en distintos
grupos de edades. Esta patologia ha sido la causa mas frecuente de enfermedad
cronica del higado y los riesgos de padecer este trastorno son graves. De hecho, la
enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en pacientes con HGNA.

La poblacion mexicana parece ser particularmente susceptible a HGNA vy
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enfermedades concomitantes, por ende, el diagndstico, tratamiento y la prevencion

son de alta prioridad en los sistemas de salud (Angulo 2002).

El escenario clinico-patoldgico es similar al observado en la lesion hepatica inducida
por alcohol; sin embargo, ocurre en sujetos sin antecedentes de uso o abuso de
alcohol (Yilmaz 2012). El diagnostico de HGNA requiere la exclusion de higado
graso alcohdlico y para determinar alcoholismo, el consumo de alcohol debe ser
=220 g por dia para mujeres y 230 g por dia para hombres. Esto equivale a dos
bebidas alcohdlicas estandar por dia para hombres y a 1.5 bebidas alcohdlicas para
mujeres (una bebida estandar tiene 14 g de alcohol) (Angulo 2002). La mayoria de
los estudios de laboratorio en individuos con HGNA, tienen elevadas las enzimas
hepaticas alanina transaminasa (ALT) y la enzima aspartato transaminasa (AST)
(de Carvalho etal. 2013); sin embargo, no son determinantes debido a que
pacientes con HGNA pueden tener niveles normales de transaminasas. Esto mismo
sucede en el caso de la fosfatasa alcalina (ALP por sus siglas en inglés) que puede
elevarse hasta dos veces mas de su limite normal y la gamma-glutamil transferasa
(GGT) también puede encontrarse elevada (Sorbi, Boynton, y Lindor 1999). Por
estas razones los niveles de las enzimas hepaticas se consideran como indicadores

inespecificos para determinar al HGNA.

Las recomendaciones de la “Asociacion Americana de Gastroenterologia” (AGA,
por sus siglas en inglés) para el diagndstico de HGNA incluyen un cuestionario
cuidadoso sobre el consumo de alcohol. La evaluacion inicial de laboratorio debe
incluir ALT, AST, ALP, GGT, bilirrubina en suero, niveles de albumina, tiempo de

protrombina y un analisis diagndstico de hepatitis viral. Cuando el uso de alcohol y
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otras causas de enfermedad del higado son excluidas en la evaluacion clinica y de
laboratorio, deben hacerse estudios de resonancia magnética, ultrasonido o
tomografia axial computarizada. Para evaluar fibrosis hepatica, se puede recurrir a
la elastografia, el calculo de la puntuacion del FIB-4 y la biopsia hepatica (American

Gastroenterological Association 2002; Srinivasa Babu et al. 2016).
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Tabla IV. Factores de riesgo, prevalencia y genes asociados de las entidades clinicas que

incrementan el riesgo cardiovascular.

Enfermedad Factores de riesgo Epidemiologia Genes asociados
= =
En México
. e 7decada 10 adultos (49 millones) y [MRED22 Rt ArCtte e Noosa]
Sedentarismo, uno de cada 3 individuos de 15 a 19 |paxs, PCSK1, PRKD1, PTBP2, QPCTL/GIFR,
i = f POMC/ADCY3, RPL27A, RSPO3, SEC16B,
i ansumo GEEE afios (12 .mlllones). SH2B1, SLC39A8, SPRY2, TBX15/WARS2,
Obesidad [alimentos con elevado e 67,000 millones en Costos de TFAP2B, TEMEM160, TMEM18, TNN13K,
i sti " VEGFA, ZNF608, ZNRF3-, KREMEN1,
contenido energético o atencion en 2008. ) A s i e [
México ocupa el segundo en adultos y el primer|nrxns, TFAP2B, MSRA, TMEM18.
lugar en nifos con obesidad a nivel mundial
TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH?2,
En México WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1,
HHEX, ZnT8, LOC387761, KIR6.2, CDKN2A y
Edad >45 afios . Segunda causa de muerte EXT2, KLF14, VPS26A, TSPANS, GRB14,
obesidad o sobrepeso *  14% en adultos y va aumentando la tiAN“!ﬁs’ﬁ'éﬁf'53;“35’;&%?3’5%53
(IMC >25kg/m?) P frecuencia de DMT2 en nifios. PROX1, GIPR, SPRY2, ADAMTS9, ZFANDS,
- g/m*), . 9 i GLIS3, JGF2BP2, PRC1, HNF1A, ANK1,
15% en la frontera norte del pais
familiares en primer o - KLHDCS5, C2CD4A, DUSP8, WFST, TLET,
grado con DMT2 13.6% de todas las defunciones UBE2E2, ZMIZ1, MC4R, MAEA, TCF2,
DMT2 bajo peso al nacér En el mundo se estiman 300 millones en el gléc}?(f;/égKC%UTng\QD/;cfZ/;IﬂBbéZ%g
sedentarismo. para 2025 . PRC1, GCKR, TP53INP1, HMGA2, IRS,

I ’ En EUA hispanos, afro-americanos y CHCHDY, CENT3, C2CD4A/B, HNF4A,
exceso de alimentos lamericanos nativos tienen un riesgo de 2 a 4 AP3S2, HMG20A/B, VPS26A, STEGALT,
energéticos riesg GRB14, MAEA, GLI3, PEPD, FITM2-R3HDML-

’ veces mayor comparado con individuos HNF4A, GCC1-PAX4, PSMD6, BKAR1, MC4R,

caucasicos CLIP2, ANKRD55,TLE1, KLHDC5, GPSM1,
: MIR129-LEP, RASGRP1, LPP1, FAF1,
MPHOSPH9, SSR1/RREB1, ARL15,
POUSF1/TCF19, TMEM154.
En México
e  48% en adultos 20-60 afios (zonas
urbanas) 27.1% de CT (Ensanut)
o EI42.3% tienen concentraciones altas
Aumento en el IMC de TG (>150mg/dL)
Obesidad central . La prevalencia aumenta en individuos
. . (mujeres 2 80 cm, con diabetes AGPAT2, AKT2, BSCL2, CAV1, CIDEC, LMNA,
Dislipidemia hombres = 90 cm) . En hombres aumenta 38,7% riesgo|PLINT, PPARG, PTRF, ZMPSTE24
DMT2 de morir a los 50 afios y se eleva al
Hipertension arterial 264% con 2240 mg/dL de CT.
sistémica e  En mujeres aumenta 19.4% el riesgo
de morir y 48% con 2240 mg/dL.
. Por cada 30 mg/dL de aumento de C-|
LDL aumenta 30% el riesgo de
cardiomiopatia isquémica
En México se diagnostica recientemente por lo
Obesidad que no existen datos claros de su epidemiologia
. esida Mayor frecuencia en individuos con:
Higado graso no|lR . Obesidad 57.5-74% Polimorfismos cercanos o en: PNPLA3, NCAN,
alcohélico DMT2 I -O-f47o LYPLAL1, PPPIR3B y GCKR.
Hiperlipidemia * DT210-75%
periip «  Hiperlipidemia 20-92%
. Distinta nacionalidad 10-24%
5 o
SESTR T [enelminc
Antecedentes famfliares e 17.5 millones de muertes en 2005, ABO, 10924.32
Dislinid ia (HDL bai ! . Principal causa de muerte prematura,|CYP17A1/CNNM2/NTEC2ZNF259/APOAS/4/1
Aterosclerosis |o/SPidemia ( alos, e México APOC3, ANRIL 9p21,
TG y C-LDL elevados) : CELSR2/PSRC1/SORT1, ABO, ANKS1A,
DMT2. Obesidad t, | e  30% de todas las muertes, UBE2Z/GIP/ATP5G1/SNF8, MIA3, ADAMTS?,
, Obesidad central, o . o SH2B3, CYP17ATM.
tabaquismo, HAS, SM, e >50% de las defunciones y de 60% de
los gastos.

1.4.6. Hipertension Arterial Sistémica (HAS)

La HAS es una afeccidn en la que los vasos sanguineos han aumentado la presion

de forma persistente (WHO 2019). La HAS es una enfermedad multifactorial
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considerada una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo
occidental. Se estima que 1.5 millones de personas en el mundo tienen HAS
(Chopra H.K. y Ram C. Venkata S. 2019). De acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la tension arterial esta elevada cuando se detectan niveles de
presion arterial sistdlica (PAS) iguales o mayores a 140 mmHg o presion arterial
diastdlica (PAD) igual o superior a 90 mmHg. El origen de la HAS esta determinado
por factores genéticos y/o ambientales tales como, edad, género, raza, dieta y estilo
de vida (Chopra H.K. y Ram C. Venkata S. 2019). Distintos estudios realizados en
animales y en poblaciones humanas sugieren que ~40-60% de la variacion en la
presidon sanguinea esta determinada por la influencia de factores genéticos
heredables (Zhang et al. 2019); sin embargo, el numero de genes implicados en la
HAS se mantiene sin esclarecerse por completo. Ademas, la HAS representa un
importante y modificable factor de riesgo de EAC, enfermedad cerebro vascular,
falla cardiaca congestiva, enfermedad renal en etapa terminal y enfermedad arterial
periférica (FUJIMAKI et al. 2015). Por esta razén, el conocimiento sobre la fisiologia
de la HAS es un importante factor en la prevencion, el tratamiento, control y

diagnostico de todas estas enfermedades (Costa-Urrutia et al. 2017).

A pesar de que en afnos recientes los investigadores han hecho grandes esfuerzos
por mejorar el entendimiento de la fisiopatologia de la HAS, se han tenido
limitaciones significativas en la prevencion y tratamiento de esta enfermedad.
Estudios con nuevos con enfoques tedricos y practicos son necesarios para mejorar

el entendimiento de los procesos biologicos involucrados en su origen y desarrollo.
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La gendmica ha contribuido en la identificacion de nuevos mecanismos,
biomarcadores y blancos terapéuticos de gran importancia en estudios de HAS

(Zhang et al. 2019).

La tensidn sanguinea es un rasgo cuantitativo que muestra una gran variabilidad en
las poblaciones humanas. Los principales factores importantes que aportan a la
variabilidad de la tension arterial son edad, sexo, ritmos circadianos, IMC, actividad
fisica, estrés psicologico, estatus hormonal, ingesta de sodio y potasio. La PAS
tiende a incrementar progresivamente tanto en hombres como mujeres de 20 a 80
afos, mientras que la PAD el pico mas alto es ~50 afios y después decrece
progresivamente. Estos cambios son tipicos de poblaciones humanas que viven con
una dieta occidental (Rossier, Bochud, y Devuyst 2017). También hay una
correlacion casi lineal entre el IMC y la presion sanguinea (Nakajima et al. 2004). A
nivel individual, el ritmo circadiano y la presién sanguinea tienen una relacion bien
establecida. Los valores mas bajos se han identificado durante la noche (~3 a.m.)
y los mas altos durante el periodo de actividad mas elevado en la mafana. El ritmo
circadiano, la actividad fisica, la actividad sexual, el estrés psicologico y el estatus
hormonal son determinantes importantes de la presion sanguinea (Nemec,
Mansfield, y Kennedy 1976; Xue-Rui et al. 2008). Al nivel de la poblacion, el factor
mas importante de control de largo plazo es la ingesta de sodio y potasio (Juraschek

et al. 2016).
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1.5. Hipétesis del genotipo ahorrador
Con el fin de explicar la causa por la que ciertos grupos étnicos presentan una
prevalencia elevada de obesidad y DMT2 en la época actual, James Neel propuso
la hipdtesis del “genotipo ahorrador” (Neel 1962). Esta hipdtesis considera a un
grupo de genes involucrados en el ahorro de energia, que fueron seleccionados en
la época pre-agricola. Durante esta época ciertas poblaciones humanas fueron
principalmente cazadoras-recolectoras, cursaron periodos de festines y hambrunas
que dependieron de distintos factores (la estacion del ano, las migraciones
estacionales de los animales, asi como la habilidad y la fortuna del cazador). La
oscilacion en la disponibilidad de alimento y las hambrunas son fuerzas selectivas
relevantes de la evolucion humana, que incrementaron la prevalencia de genes que

promueven el ahorro de energia (Prentice 2005).

El genotipo ahorrador permitio a los organismos fijar grasa rapidamente en tiempos
de exceso de alimentos. Este proceso selectivo pudo ocurrir con los periodos
intermitentes de escasez absoluta de nutrientes que se aplica a cualquier especie y
se caracteriza por varias fases que incluyen desnutricion, emaciacion y muerte
(Chacin et al. 2011); donde las adaptaciones del genotipo ahorrador fueron una
ventaja de supervivencia para periodos de hambruna (Prentice 2005). Sin embargo,
la agricultura marcé un cambio, que se observo con el crecimiento sustancial en las
poblaciones humanas. En parte, esto se debid al incremento en la disponibilidad y
la disminucion en la diversidad de los alimentos (Prentice 2005). Aunado a otros
factores, estos cambios modificaron el comportamiento y estilo de vida de estas

poblaciones, permitiendo que el genotipo ahorrador se tornara adverso al
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incrementar el riesgo de desarrollar enfermedades del metabolismo energético
(Aguilar-Salinas et al. 2009). Diversos estudios han sugerido que poblaciones
mestizas y nativas de América presentan mayor prevalencia de DMT2, obesidad y
dislipidemia, y se estima que esto se debe en parte al componente genético
amerindio presente en estas poblaciones (Aguilar-Salinas et al. 2009; Lorenzo et al.

2001).

Estudios previos han propuesto a la variante R230C del gen ABCA1 como un alelo
privado de poblaciones nativas y mestizas de América. Ademas, el alelo 230C tiene
un efecto funcional disminuyendo el eflujo de colesterol en aproximadamente el 30%
(in vitro) y muestra evidencia de seleccion positiva reciente (Acufia-Alonzo et al.
2010). Esta variante genética tiene una frecuencia alélica de 0.109 en mestizos
mexicanos, tan solo la mitad de la frecuencia encontrada en los grupos nativos de
América (0.280 en Mayas, 0.214 en Purépechas, 0.203 en Yaquis, 0.179 en Teenek)
(Acuna-Alonzo et al. 2010). En contraste, el mismo alelo ha sido encontrado en muy
bajas frecuencias en poblaciones africanas, europeas y asiaticas. Esto sugiere que
la seleccion positiva ocurri6 en Ameérica. Se ha detectado a la variante genética
R230C del gen ABCA1 asociada a un efecto negativo sobre los niveles de
colesterol-HCL (-4.2%) (Acufia-Alonzo et al. 2010). Los autores proponen que éste
puede ser un hallazgo relevante, ya que podria ser resultado del efecto de la
supervivencia. Esta variante puede haber aumentado su frecuencia alélica en estas

poblaciones debido a que probablemente proporcioné alguna ventaja en el pasado.
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La comprension del impacto que tiene la seleccion natural sobre algunos genes, en
particular en poblaciones humanas, puede proporcionar informacion sobre la
etiologia de la enfermedad humana (Acufa-Alonzo et al. 2010). En una consulta
realizada en la base de datos del HGDP (Human Genome Diversity Project)
"Selection Browser" (Pickrell et al. 2009), se indago la presencia de evidencias de
seleccion positiva reciente (15,000-20,00 afos) en la variante genética rs2980869
cercana al gen TRIB1, variante que se encuentra en estrecho desequilibrio de
ligamiento con rs17321515 (TRIB1) (variante genética asociada a rasgos
metabalicos). Se encontré que estas dos variantes genéticas presentan evidencia
de seleccion positiva reciente en algunas poblaciones europeas y americanas por
el método de Homocigocidad de Haplotipos Extendidos (EHH) encontrado de la

base de datos del “HGDP Selection Browser”.

1.6. Gen TRIB1
La familia de las proteinas tribbles son reconocidas como moduladoras de distintas
vias de sefalizacion como la CEBP A/B, las JUN-K y la de las MAP cinasas, entre
otras, procesos biologicos y enfermedades (Kiss-Toth 2011; Lohan y Keeshan
2013). En los ultimos 15 afos de investigacion se han revelado otras funciones
activas de estas proteinas. Se sabe, por ejemplo, que estas moléculas participan en
procesos de regulacion celular fundamentales, tales como la progresion del ciclo
celular y proliferacion, por ello se ha incrementado el reconocimiento potencial como
blancos terapéuticos. Una gran cantidad de estudios se ha centrado en tribbles-1

(TRIB1) en el desarrollo y progresion de leucemia (Liang, Rishi, y Keeshan 2013).
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Sin embargo, recientemente se han centrado en el rol de TRIB1 en el metabolismo
de las lipoproteinas humanas y la enfermedad cardiovascular (Global Lipids
Genetics Consortium et al. 2013; Teslovich et al. 2010; Willer et al. 2009). En dichos
estudios se han encontrado variantes genéticas en el gen TRIB1 asociadas a
distintos rasgos metabodlicos que incrementan el riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular, como: niveles de TG, lipoproteinas LDL, HDL, asi como

asociaciones a EAC (Tabla V).

Tabla V. SNP seleccionado para el estudio.

Frecuencia del ]
alelo derivado en SELECCION

GEN FUNCION GEN/PROTEINA VARIANTE poblacion POSITIVA
mexicana
Familia de genes TRIB1-3 que
codifican pseudocinasas. Participan EHH >2
en metabolismo energético. TRIB1 se Poblacion
TRIB1 ha asociado a enfermedad rs2980869 0.383 Asiatica,
cerebrovascular y enfermedad Europea y
cardiovascular (Hegedeus et al., 2006; Americana
Yokoyama & Nakamura, 2011; Naiki
et al., 2007).

1.6.1. Asociaciones genéticas del locus TRIB1 con rasgos metabdlicos

Las dislipidemias son factores de riesgo de la EAC, en particular los niveles altos
de C-LDL vy lipoproteinas que contienen apo-B, asi como de triglicéridos en
circulacion (Glass y Witztum 2001). A pesar de la existencia de tratamientos que
disminuyen los niveles de colesterol como las estatinas, se mantiene el interés
en desarrollar terapias novedosas que podrian tratar y/o prevenir de una mejor
forma la dislipidemia y eventos cardiovasculares en humanos. Los estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS) son un enfoque que asocia variaciones

genéticas especificas con ciertas enfermedades, se han utilizado para identificar
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novedosas vias biolégicas involucradas en la regulacién de lipidos plasmaticos,
estas podrian servir como objetivos terapéuticos. Mediante estudios de GWAS
se han identificado /loci asociados con niveles de lipidos plasmaticos,
enfermedad arterial coronaria y otros fenotipos relacionados (Smith, Humphries,
y Talmud 2015). El SNP rs17321515 (en casi perfecto LD con rs2980869)
cercano al gen TRIB1 ha sido robustamente asociado a triglicéridos en plasma,
lipoproteinas de baja (LDL) y alta densidad (HDL) (Asselbergs etal. 2012;
Schunkert et al. 2011; Waterworth et al. 2010; Willer et al. 2008). Otros estudios
como el “Global Lipids Genetics Consortium” (GLGC) (GLGC 2010), en el que
se publico un estudio de GWAS para distintos rasgos de lipidos plasmaticos y
EAC en una poblacion de >100,000 individuos, encontraron 95 Jloci
independientes asociados con al menos uno de los principales rasgos lipidicos,
mas de dos tercios estan asociados con LDL y/o TG. El numero de loci
novedosos asociados a lipidos plasmaticos incrementd a 59 y de estas
novedosas asociaciones, solo el locus de TRIB1 se asocié con cinco de los
rasgos examinados: colesterol total (TC), colesterol LDL, HDL, TG y enfermedad
cardiovascular (Teslovich et al. 2010)(. Incluso, el GWAS del estudio GLGC
identifico 157 loci asociados con lipidos plasmaticos en humanos y el gen TRIB1
se mantiene como uno de los cuatro /oci asociados a todos los rasgos lipidicos

analizados (Global Lipids Genetics Consortium et al. 2013).

El gen TRIB1 también ha mostrado asociacion a niveles circulantes de ALT en

humanos (Chambers et al. 2011). Los niveles elevados de ALT pueden sugerir
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dafio hepatocelular (Pratt y Kaplan 2000). Esto incluso podria utilizarse como un
marcador de higado graso (Nugent y Younossi 2007). En un GWAS previo se
encontré asociacion de SNPs en la region de TRIB1 con esteatosis hepatica.
Aun cuando se identificé dafio hepatico, los resultados no alcanzan significancia
estadistica después de corregir por multiples analisis (Nugent y Younossi 2007).
Recientemente, un estudio identificoO asociaciones significativas de tres SNPs
con HGNA en ~5,000 mujeres japonesas (Ishizuka et al. 2014). Sin embargo,
hay estudios que encontraron asociacién de otros genes, pero no de TRIB7 con
HGNA diagnosticado mediante tomografia computarizada. Se cree que estas
incongruencias en los resultados pueden deberse a los métodos utilizados que
son no invasivos, o debido a diferencias en los tamafos de la muestra. Los
estudios de GWAS con mayor poder estadistico apoyan la asociacién de TRIB1

con HGNA en humanos (Bauer, Yenilmez, y Rader 2015).

1.6.2. Validacion in vivo de Tribbles-1 como un regulador del metabolismo

de lipidos plasmaticos

La proteina Tribbles-1 es codificada por el gen TRIB1 y se han utilizado modelos

knockout (TRIB17-) y sobreexpresion del gen tejido-especifico en higado de murinos

para estudiar la funcion de esta proteina. Estas técnicas aportan evidencia de un rol

de la proteina Tribbles-1 en la homeostasis de los lipidos y en la regulacion de la

glucosa (Burkhardt et al. 2010; Ishizuka et al. 2014). Si bien las proteinas TRIB

tienen caracteristicas de Ser/Thr cinasa, no parecen tener tales funciones debido a

la sustitucién de residuos clave. La familia de las proteinas tribbles incluye dos
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miembros adicionales TRIB2 y TRIB3 (Hegedus, Czibula, y Kiss-Toth 2007). Las
tres proteinas interactuan con MEK1 y la ubiquitina ligasa COP1 (Proteina
constitutiva morfogenética 1) via un carbono terminal conservado, promueven la
ubiquitinacion y degradacion de blancos afines, incluidos C/EBPa (CEBPBA)

(Dedhia et al. 2010; Kiss-Toth 2011).

Kiss-Toth
etal, JBC,
2004

Mauvoisin et al,

Mol. Cell. P
Endocrinology,
2010

Keeshan et al.,
Blood, 2010

Dedhia et al.,
Blood, 2010

Qiao et al, Transcripcion de Genes de Teal etal,
Endocrinology, 2006 l . ATVB, 2007
ipogénesis
Rahman et al,

Hepatology, 2007

Secrecionde VLDL

Figura 4. Esquema sobre los mecanismos propuestos de TRIB1 en
la regulacion de lipidos plasmaticos en humanos (Dedhia et al., 2010;

Kiss-Toth, 2011).

El gen TRIB1 codifica para la proteina Tribbles (TRIB1) que es una pseudo-cinasa.
Este locus se ha asociado con rasgos lipidicos como TG en plasma, LDL, HDL,
enfermedad cardiovascular y otros fenotipos relacionados (Smith, Humphries, y

Talmud 2015).
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La proteina tribbles 1 tiene dos funciones bien definidas en regulacion. En primer
lugar, la ubiquitinacion y la tasa de cambio en la transcripcion del factor
CCAAT/proteina de unién a potenciador (enhancer) alfa (C/EBPa), promoviendo su
degradacion. En segundo lugar, la fosforilacién y activacion de tirosina treonina
cinasa (ERK1/2) via la fosforilacion de la sefal extracelular map-cinasa cinasa 1
(MEK1) (Figura 4). Ambas vias tienen el potencial de modular los lipidos
plasmaticos en el ser humano. Sin embargo, ninguna de estas vias ha sido

analizada en tejido hepatico con la modulacion del transcrito o la proteina TRIB1.

1.6.3. SNP rs2980869 cercano al gen TRIB1
La variante genética rs2980869 localizada en una region adyacente a TRIB1 (Tabla
V) tiene un papel importante en el metabolismo energético, particularmente en el
metabolismo de lipidos. El alelo menor de este SNP (alelo “T”) tiene una frecuencia
alélica de 0.383 en poblacion mexicana (Ensembl 2020). EI SNP rs2980869 se
encuentra en estrecho desequilibrio de ligamiento con la variante rs17321515 en
poblacién mexicana (r=0.976) (International HapMap Consortium 2003), cual se ha
asociado a factores de riesgo cardiovascular (Douvris et al. 2014). Considerando el
estrecho desequilibrio de ligamiento encontrado en ambos SNPs, al analizar el SNP
rs2980869 se puede tomar como referencia para inferir con un 97% de certeza las
frecuencias alélicas y los genotipos del SNP rs17321515 en la poblacion del estudio
“‘Gendmica de la Enfermedad Aterosclerosa” (GEA). Ademas, el SNPrs2980869
cercano al gen TRIB1 presenta huellas de seleccion positiva de acuerdo con el
analisis de homocigocidad de haplotipos extendidos encontrados en la base de

datos del “HGDP Selection Browser”. Los datos de EHH sugieren que la variante
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genética rs2980869 (TRIB1) pudo estar sujeta a seleccién positiva reciente en

poblaciones africanas, europeas y americanas (http://hgdp.uchicago.edu/cgi-

bin/gbrowse/HGDP) (Voight et al. 2006) como se muestra en la Tabla V y las figuras

5y6.

Figura 5. Grafica del desequilibro de ligamiento presente en el gen
TRIB1, se muestra un bloque de 14 kb, en donde puede observarse el
estrecho desequilibrio de ligamiento entre el SNP rs17321515 y el SNP
rs2980869 (r’= 0.97).
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Figura 6. Arriba se muestran los
graficos de Homocigocidad de
Haplotipos Extendidos (EHH, Por
sus siglas en inglés) en las
distintas poblaciones del mundo
para el rs2980869 de TRIB1.
Abajo se muestran las
frecuencias alélicas de los SNPs
y su distribucion en el mundo.

1.7. Homocigocidad de Haplotipos Extendidos (EHH, por sus siglas en

inglés)

El EHH es un método que identifica haplotipos con una extensién mayor y es una

estrategia confiable utilizada para identificar regiones del genoma bajo presion

selectiva reciente (<30,000 afios). Esta estrategia fue desarrollada por Sabeti y

colaboradores en el 2006, para su aplicacion en estudios de genética humana

(Sabeti et al. 2006). Bajo un modelo de evolucion neutral, el supuesto considera que

los cambios en las frecuencias alélicas se deben solo a la deriva génica. En este

escenario, una variante genética nueva requerira mayor cantidad de generaciones

para alcanzar una alta frecuencia en la poblacion y el desequilibrio de ligamiento

(LD) circundante decaera debido a eventos de recombinacion. Por el contrario, en
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el caso de una seleccidon positiva, un aumento rapido de la frecuencia de una
mutacion beneficiosa en relativamente pocas generaciones preservara la estructura
original del haplotipo (nucleo del haplotipo), considerando que el numero de eventos
de recombinacion estaria limitado. Por lo tanto, con base en el EHH, una huella de
seleccion positiva se define como una region de menor frecuencia en la poblacion
que es caracterizada por un fuerte DL y de mayor longitud comparado con el alelo

ancestral (Bomba et al. 2015).

~ 7| — Alelo ancestral
—— Alelo derivado

0.8

EHH
0.6
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Figura 7. La Homocigocidad de Haplotipos Extendidos (EHH
por sus siglas en inglés): se denomina EHH a la distancia x de
la region central, es la probabilidad de que dos cromosomas
elegidos al azar porten un haplotipo central en el cual ambos
sean homocigotos en todos los SNP para el intervalo completo
desde la region central a la  distancia X
(https://jinseob2kim.github.io/PopGene.html, 2017).
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2. JUSTIFICACION

La alta incidencia de enfermedades metabdlicas es el resultado de procesos
complejos debido a la interaccion entre factores genéticos y ambientales. Por ello,
es importante identificar las variantes genéticas que se asocian con el riesgo de
padecer enfermedades metabdlicas, con el fin de proporcionar informacion base
que pudiera llevar al desarrollo de investigacién dirigida e incrementar la
especificidad y la eficacia de los tratamientos enfocados a prevenir y atender dichas

enfermedades en estas poblaciones.

La identificacion de variantes genéticas con evidencia de seleccion positiva es una
estrategia para identificar los SNPs que pudieran conferir riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas (Hancock et al. 2008). En estudios previos, se identificd
el alelo R230C del gen ABCA1 asociado con los niveles de C-HDL en suero y otros
rasgos del sindrome metabdlico. Mediante estudios de homocigocidad de
haplotipos extendidos y la integral del puntaje del haplotipo (EHH e iHS por sus
siglas en inglés respectivamente) se encontr6 que este alelo tiene huellas de
seleccion positiva y se ha sugerido que este alelo podria ser un “genotipo
ahorrador’. Mediante este abordaje, el presente estudio seleccion6 la variante
genética rs2980869 (cercana al gen TRIB1), para evaluar su participacion en el
desarrollo de las enfermedades metabdlicas que tienen una alta prevalencia en

poblacion mestiza mexicana.
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3. Hipotesis

La variante genética rs2980869 cercana al gen TRIB1, que presenta evidencia de
seleccidon positiva reciente, se asocia con el riesgo de presentar enfermedades
metabodlicas como obesidad, DMT2, dislipidemias, higado graso, aterosclerosis

subclinica y EAC en la poblaciéon mexicana.

38



4. Objetivo General

Determinar asociacién de la variante genética rs2980869 que muestra evidencia
de seleccidon positiva reciente con la presencia de enfermedades metabdlicas

como la obesidad, DMT2, dislipidemias, higado graso, aterosclerosis subclinica

y EAC, en poblacién mexicana.

4.1. Objetivos Particulares

a. Determinar asociaciéon del SNP rs2980869 con la presencia de obesidad,
DMT2, dislipidemias, higado graso, aterosclerosis subclinica y EAC.

b. Determinar la asociacion del SNP rs2980869 con rasgos antropométricos y

metabdlicos que aumentan el riesgo de padecer enfermedades metabdlicas

en el grupo control.
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5. Metodologia

5.1. Diseio del estudio
Este estudio esta anidado dentro del estudio GEA (Genética de la Enfermedad
Aterosclerosa), disefiado con el fin de identificar variantes genéticas que confieren
susceptibilidad a la enfermedad arterial coronaria y sus principales factores de
riesgo en la poblacion mexicana (Villarreal-Molina et al. 2012). Se diseiid como un
estudio observacional, transversal, con una muy fina caracterizacion fenotipica,
incluyendo un total de 1200 casos de EAC y 1600 controles sin EAC y sin

antecedentes familiares de EAC prematura.

El reclutamiento del grupo control permite hacer estudios poblacionales de
asociaciones genéticas para factores de riesgo cardiovascular. Puesto que se midio
el indice de calcio coronario en todos los controles, se pudo hacer un subgrupo de
estudio llamado aterosclerosis subclinica (AS) que incluye pacientes que, sin tener
manifestaciones clinicas de aterosclerosis, presentan calcio positivo en sus arterias
coronarias, indicador bien establecido de aterosclerosis. Para el presente estudio
se incluyeron 888 casos de EAC y 1180 controles. De estos controles, 317 tenian

calcio coronario positivo y por lo tanto se denominaron como individuos con AS.

5.1.1. Poblacién de estudio
Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito, y el estudio
GEA fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” (INCICH) y el Comité de Etica del Instituto Nacional de Medicina

Genomica (INMEGEN) (Villarreal-Molina et al., 2012).
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Todos los participantes del estudio GEA son individuos no relacionados que se
identifican a si mismos como mestizos mexicanos de tres generaciones. La EAC
prematura fue definida por historia de infarto de miocardio, angioplastia, cirugia de
revascularizacion o estenosis coronaria >50% en angiografia, diagnosticados antes
de los 55 afnos en hombres y antes de los 65 afios en mujeres. Todos los casos
fueron reclutados del Departamento de Hemodinamia de la clinica de paciente
externo del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH) de la
Ciudad de México. Los pacientes con evento cardiovascular agudo previo tres
meses antes fueron excluidos del estudio. Los controles fueron individuos
asintomaticos aparentemente sanos, sin historia familiar de EAC prematura,
reclutados de individuos donadores del banco de sangre y mediante invitacion por
folletos informativos. Se consideraron como criterios de exclusidn en controles a
individuos con falla cardiaca congestiva y enfermedades sistémicas como trastornos
tiroideos, hepaticos, renales u oncologicos. A todos los participantes se les
realizaron cuestionarios estandarizados y validados para obtener informacién sobre
su historia familiar y médica, consumo de alcohol, tabaco, habitos de dieta y

actividad fisica.

5.1.2. Parametros antropomeétricos
Las mediciones fueron realizadas por personal de enfermeria del Instituto Nacional
de Cardiologia Ignacio Chavez, e incluyen la circunferencia de cintura y el IMC,
calculado como el peso en kilogramos dividido entre la estatura en metros al
cuadrado (kg/m?). La tension arterial se medi6 en posicion sedente, después de por

lo menos cinco minutos de reposo, utilizando un esfigmomanometro digital Welch
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Allyn, series 52000 (Skaneateies Fails, N.Y, E.U.A.), y el promedio de las dos
ultimas de tres mediciones consecutivas se utilizaron en el analisis. La obesidad fue
definida como IMC = 30 kg/m? utilizando los criterios diagnésticos del “Centres of
Disease Control and Prevention” (CDC) (Jack, Boseman, y Vinicor 2004). La
obesidad central se defini6 como el perimetro de cintura 290 cm en hombres y 280
cm en mujeres, la hipoalfalipoproteinemia se defini6 como C-HDL = 40 H, = 50 M,
la hipertrigliceridemia se definié6 como TG 2= 150, la hipercolesterolemia se definid
como colesterol total = 200 mg/dL. La HAS fue definida como la presion sistdlica
2140 mmHg y/o la presion diastdlica 290 mmHg o el uso de terapia oral hipertensiva.
La DMT2 (definida como =126 mg/dL de glucosa en sangre) fue diagnosticada de
acuerdo a los criterios de la OMS (Expert Committee on the Diagnosis and

Classification of Diabetes Mellitus 2003).

5.1.3. Parametros bioquimicos
Las muestras de sangre fueron obtenidas después de 12 horas de ayuno y las
mediciones fueron hechas usando procedimientos estandarizados en el Laboratorio
de Endocrinologia del INCICH, certificado para la estandarizacion de los analisis por
el Centro de Control de Enfermedades en Atlanta (EVA). Los niveles de glucosa en
plasma, colesterol total (CT), triglicéridos (TG) se realizaron en un auto-analizador
Hitachi 902 (Boheringer Mannheim), utilizando kits enzimaticos comerciales (Roche
Diagnostics, Mannheim Alemania y Wako Chemicals, E.U.A). El colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) se determind mediante un método
enzimatico homogéneo (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania) (Sugiuchi et al.

1995). Las concentraciones de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (C-
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LDL) se estimaron usando la formula de Friedewald’s modificada de DelLong [LDLc
= CT - (HDLc + TG/5)] (DeLong et al. 1986). Las concentraciones de insulina en
suero se determinaron por radioinmunoanalisis (Milipore, RIA Kit, USA) y el modelo
de homeostasis de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) fue calculado a partir de

mediciones de glucosa e insulina en ayuno (Matthews et al. 1985).

5.1.4. Tomografia computarizada de térax y abdomen
La tomografia computarizada de pecho y abdomen fue hecha usando un
multidetector helicoidal computarizado de 64 canales (Somatom Sensation,
Siemens) e interpretado por radiélogos experimentados. A partir de la tomografia se
analizaron y cuantificaron los siguientes parametros: 1) el puntaje de calcificacion
de las arterias coronarias (CAC) usando el método de Agatston; 2) las areas de
tejido adiposo abdominal subcutaneo (SAT) y visceral (VAT), con el objetivo de
calcular la relacion de tejido adiposo visceral/subcutaneo (relacion VAT/SAT) (Kvist
etal. 1988); y 3) el indice de atenuacion hepatica/bazo (LSAR por sus siglas en
inglés) como lo describe Longo y colaboradores mediante tomografia
computarizada (Longo et al. 1993). La aterosclerosis subclinica fue definida por la
presencia de calcio coronario (iCAC >0) y la esteatosis hepatica fue definida como

LSAR 1.0 (McKimmie et al. 2008).

5.2. Seleccidn de la variante genética rs2980869
La estrategia para seleccionar la variante genética a evaluar consistio en

seleccionar un SNP que cumplieran con al menos tres de las siguientes
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caracteristicas: 1) variante genética asociada previamente (i.e., en oftras
poblaciones) con alguna de las enfermedades de riesgo cardiometabdlico; 2)
localizado en un gen que presentara evidencia de seleccidn positiva reciente por los
siguientes métodos: Homocigocidad de Haplotipos extendidos y/o el puntaje de la
integral del haplotipo (EHH, iHS por sus siglas en inglés correspondientemente)
utilizando las bases de datos reportadas en el Happloter (Pickrell et al. 2009) y/o la
HGDP selection browser [(herramienta usada para explorar marcas genéticas de
seleccion natural en el genoma humano) (http://hgdp.uchicago.edu/cgi-
bin/gbrowse/HGDP/) (Voight et al. 2006)]; 3) frecuencia mayor al 5% reportado en

las bases de datos del proyecto HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)

(International HapMap Consortium 2003) y dbSNP (

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) en la poblacion mexicana; 4) evidencia funcional

estudiada.

5.3. Analisis genético
Se extrajo DNA gendmico a partir de células blancas usando el total de la sangre
con un “kit” comercial de desalinizacion (QIAmp DNA Blood MIdi kit, QIAGEN). Los
SNPs seleccionados se determinaron por ensayos de PCR tiempo real con sondas
Tagman (Applied biosystems) y ensayo de discriminacion alélica, utilizando un
sistema Light Cycler 480 Il (Roche). La genotipificacion de las muestras supero el
95% y no se observaron genotipos discordantes en 279 muestras duplicadas. Las
muestras previamente genotipificadas por secuenciacién directa se usaron como

controles positivos.
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5.4. Anadlisis estadistico
Para descripcion de los parametros cualitativos se utilizaron medidas de tendencia
central. La prueba T de Student o ANOVA se usaron para comparar las medias
entre los diferentes grupos de estudio. Los rasgos lipidicos, la relacion HOMA-IR y
la relacion del VAT/ SAT se transformaron logaritmicamente debido a que no
presentan una distribucion normal. Se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg
utilizando la prueba de chi cuadrada. Se usaron las pruebas de regresion logistica
para determinar las asociaciones entre la variante genética rs2980869 y las
variables metabdlicas, para variables cuantitativas y categoricas, ajustando por
IMC, edad y género, utilizando los modelos dominante, recesivo y aditivo. Todos los
calculos fueron hechos con el programa de analisis estadistico SPSS v25.0 (SPSS
Chicago Il). El poder estadistico para calcular asociaciones con los principales
parametros metabdlicos y la EAC de la muestra fue mayor a 0.80 estimado con el

“Software Genetic Power Calculator” (Purcell et al. 2007).

Para analizar el efecto de la variante genética sobre el riesgo de padecer EAC se
hicieron comparaciones entre 3 diferentes grupos: EAC, AS (individuos reclutados
como controles que presentaron calcio coronario >0), y controles (individuos
reclutados como controles calcio coronario =0). Para la busqueda de asociaciones
con factores de riesgo cardiovascular, se analizé en la poblacion reclutada como
control incluyendo individuos con y sin AS. No se analizaron estos parametros en
los grupos de EAC y AS puesto que estos grupos concentran los factores de riesgo

que se busca analizar y pueden sesgar el analisis de asociaciones genéticas.
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6. Resultados

6.1. Poblacién de estudio Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA)
Entre la poblacion control reclutada (n=1093), 405 (37.05%) presentaron calcio
coronario positivo, y formaron el grupo de aterosclerosis subclinica. Las
caracteristicas antropométricas y bioquimicas en los 3 diferentes grupos (EAC, AS

y controles) se comparan en las Tablas VI y VII.

Dentro de los parametros antropomeétricos, se observo los grupos Control y EAC
prematura tienen una edad promedio menor a 55 afios, mientras que el grupo de
AS presenta un promedio de edad mayor (58 afos). Los casos AS y EAC presentan
un mayor porcentaje de individuos del género masculino. Observando las
diferencias en el porcentaje de individuos con obesidad, el porcentaje es
significativamente mayor en los AS y EAC comparados con los controles. En la
relacion de grasa VAT/SAT se observé que existe una mayor proporcion de grasa
visceral en los casos (AS y EAC). La presion arterial sistdlica y diastolica se
presentaron aumentadas en AS con respecto al grupo control; sin embargo, en el
grupo de EAC se observaron una disminucién que se debe probablemente a que

una alta proporcion de ellos esta bajo tratamiento anti-hipertensivo (Tabla VI).
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Tabla Il. Comparacion de parametros antropométricos entre los grupos control, AS y EAC prematura.

Controles AS PreE\f\a(t:ura Valgr de

CAC=0 CAC>0

(n=888) (n=317) (n=863)
Edad (afios) 51.27+8.94  58.81+8.26 53.80+7.77 <0.0001
Género (% hombres) 40.9 741 80.5 <0.0001
IMC (kg/m?) 28.3314.35 28.914.37 28.8814.25 0.09
Obesidad (%) 30.4 34.2 36.1 0.01
Sobrepeso (%) 47 .1 48.7 46.7 0.01

Relacion de grasa

) i 0.54+0.28 0.70+0.28 0.73+0.33 <0.0001
visceral/subcutanea

Presion Arterial

NP 70.9948.88 75.67+10.12 72.7849.99 <0.0001
Diastolica (mmHg)

Presion Arterial Sistolica

114.42+15.88 125.10+19.26 119.02+18.60 <0.0001
(mmHg)

Los datos son expresados como la media + la desviacion estandar (DS). Los valores de la proporcion de grasa
subcutanealvisceral, se transformaron con logaritmo para el andlisis estadistico. Los valores de P fueron
estimados usando la prueba de ANOVA para variables continuas y la chi-cuadrada de Pearson para analizar
las variables categoricas. Abreviaturas: AS= aterosclerosis subclinica, EAC= enfermedad arterial coronaria,
IMC= indice de masa corporal.

Por otra parte, en los parametros bioquimicos se observaron niveles mas altos de
CT y C-LDL en el grupo AS con respecto al grupo control, mientras que en EAC
fueron considerablemente menores probablemente debido a que mas del 80% de
los individuos del grupo control se encontraban bajo tratamiento con estatinas
(Tabla VII). Sin embargo, los niveles de C-HDL se observa una disminucion
progresiva, siendo EAC el grupo con los niveles mas bajos. Respecto a los
triglicéridos, se observan niveles mas altos en los casos (AS y EAC). Los niveles de
glucosa en sangre y el indice de HOMA-IR se observan mas altos en los casos, y la
frecuencia de individuos con SM y DMT2 incrementé significativamente con la

progresion de la enfermedad (Control, AS y EAC). Por otro lado, las diferencias
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entre el porcentaje de individuos que presenta esteatosis hepatica entre los grupos

de estudio no fueron significativas. Las enzimas hepaticas mantienen niveles

similares en los tres grupos a excepcion de GGT que aumenta en AS y aun mas en

la EAC (Tabla VII).

Tabla Illll. Comparacion de parametros bioquimicos en individuos con enfermedad arterial

coronaria prematura, aterosclerosis subclinica y controles.
Controles AS EAC P

Colesterol total (mg/dL)

CT 2200 (%)

HDL-C (mg/dL)
Hipoalfalipoproteinemia (%)
LDL-C (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Hipertrigliceridemia (%)
Diabetes Mellitus tipo 2 (%)
Glucosa (mg/dL)

HOMA-IR

Higado Graso No Alcohdlico
(%)

Alanina

Transaminasa (IU/L)
Aspartato Transaminasa
(IU/L)

Fosfatasa Alcalina (IU/L)
Gamma-glutamil
transpeptidasa (IU/L)

SM

CAC=0

(n= 888)

191.62+36.71
37.3
46.61+£13.80
52.3
116.56+31.37
173.34+130.87
47.6
10.3
96.62+30.79
4.87+7.55

32.5

29.43+19.30

27.40+11.57
83.90+24.52

37.18+38.63
41.5

CAC>0

(n= 317)

197.34+40.01
48.6
44.31+11.80
46.3
122.98+32.85
184.78+176.46
53.3
222
106.80+39.97
5.39+3.61

38.4

27.74+17.04

27.95+12.48
81.10+29.78

38.93+32.47
55.8

(n= 863)

168.15+47.90
21.9
40.23+10.59
55.4
97.14+39.37
191.65+121.17
57.5
35.3
112.38+44.10
6.65+5.74

34.3

29.56+17.96

27.97+10.90
80.80+26.05

44.35+42.38
58.5

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.007
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

NS

NS

NS
0.015

<0.0001
<0.0001

Los datos son expresados como la media + la DS. Algunos de los valores como triglicéridos, HOMA-IR, alanina
transaminasa, aspartato transaminasa, fosfatasa alcalina y gamma-glutamil transpeptidasa se transformaron
con logaritmo para el andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando la prueba de ANOVA para
variables continuas y la chi-cuadrada de Pearson para analizar las variables categoéricas. Abreviaturas: EAC=
enfermedad arterial coronaria, AS= aterosclerosis subclinica.
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6.1.1. Parametros antropométricos y bioquimicos por género
En la Tabla VIl se muestran las comparaciones de los parametros antropométricos
y bioquimicos divididos por género. El analisis realizado en el grupo reclutado como
control (Controles + AS) revel¢ diferencias significativas entre hombres y mujeres.
Una de las principales diferencias es la distribucion de grasas. Las mujeres
presentaron una mayor proporcidon de grasa subcutanea, a diferencia de los
hombres que presentaron una mayor proporcion de grasa visceral. Los promedios
de PAS, PAD se encontraron mas altos en hombres, aunque las diferencias mas
grandes se encuentran en los niveles séricos de C-HDL (mas bajos en hombres) y
TG (niveles mas altos en los hombres). Por el contrario, el promedio del CT sérico
se encontraron valores mas altos en mujeres. Con relacion al metabolismo hepatico,
los hombres presentaron niveles séricos mayores de ALT, AST y GGT a excepcion
de la ALP que tiene valores mas altos en el género femenino. También se observo
una diferencia significativa en cuanto a la ocurrencia de HGNA, con un porcentaje
mayor en hombres. Con respecto a los promedios de glucosa fueron mas elevados

en hombres, junto con un promedio mas alto de HOMA-IR y DMT2.
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Tabla VIIl. Parametros antropométricos y bioquimicos de la poblacion del estudio GEA dividida por

género.
Controles+AS EAC
Mujeres Hombres P Mujeres Hombres P
n=539 n=558 n= 227 n= 895

Edad (afios) 53.42+8.90 53.08+9.79 0.374 57.81+7.58 52.79+7.45 <0.001
IMC (kg/m2) 28.68+4.81 28.33+3.86 0.122 28.6415.26 28.94+3.96 0.353
Obesidad (%) 34.5 295 0.004 37.0 36.1 0.159
VATSATR 0.43+0.17 0.75+0.3 <.0001 0.52+0.22 0.78+0.33 0.151
PAS (mmHg) 113.82+17.69 120.71+£16.57 <.0001 125.0044+23.23 117.3294+16.87 <0.001
PAD (mmHg) 69.75+8.6 74.75+9.61 <.0001 71.54+10.46 72.983+9.87 <0.001
Colesterol total (mg/dL) 195.444+37.42 190.8+37.83 0.016 177.91+56.65 165.44+44.83 0.053
Hipercolesterolemia (%) 411 38.9 0.198 27.8 20.2 0.010
C-HDL (mg/dL) 50.54+14.06 41.41+10.79 <.0001 46.724+1240 38.656+9.40 <0.001
hipo alfa lipoproteinémia (%) 51.6 50.1 0.286 31.7 61.2 <0.001
C-LDL (mg/dL) 118.31£31.93 118.21£31.87 0.952 100.56+42.62 96.18+38.33 0.136
TG (mg/dL) 157.76+83.52 195.2+184.9 <.0001 180.05+104.13 193.30+123.75 0.138
Hipertrigliceridemia (%) 43.2 55.5 <.0001 56.4 574 0.417
Glucosa (mg/dL) 97.49+33.34 101.16+34.08 0.033 123.91+57.91 109.21+39.45 <0.001
HOMA 4.8+3.26 5.24+9.15 0.243 7.834516.64 6.3519+543  0.002
DMT2 (%) 12.3 14.1 0.161 50.2 30.9 <0.001
TGP IU/L 26.41£18.72 31.61+18.42 <.0001 22.8097+12.61 31.2023+18.65 <0.001
TGO IU/L 26.74+124 28.38+11.16 0.007 26.2247+9.78 28.407+11.13 0.007
ALP IU/L 86.34+28.31 79.93+23.1 <.0001 92.6541+31.21 77.9422+23.59 <0.001
GGT IU/L 30.88+34.23 44.55+38.62 <.0001 37.735+41.77 46.186+42.75 0.008
HGNA (%) 30.8 371 0.005 225 31.0 0.009
SM (%) 46.7 53.3 0.002 64.3 54.8 0.006

Los datos son expresados como la media * la DS. Los valores de TG se transformaron con logaritmo para el
andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando la prueba de t student para variables continuas
y la chi-cuadrada de Pearson para analizar las variables categodricas. Abreviaturas: IMC= indice de masa
corporal, VAT/SAT= Relaciéon grasa visceral/subcutanea, PAS= presion arterial sistélica, PAD= presion arterial
diastolica, CT= colesterol total, C-HDL= colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, C-LDL= colesterol
asociado a lipoproteinas de baja densidad. TG= triglicéridos, HOMA-IR= evaluacion del modelo de homeostasis
de resistencia a la insulina. DT2M= diabetes mellitus tipo 2, ALT= alanina amino transpeptidasa, AST= aspartato
transaminasa, ALP= fosfatasa alcalina, GGT= gamma-glutamil transferasa, HGNA= higado graso no alcohdlico,
SM= sindrome metabodlico.

6.2. Asociacion con EAC prematura y con Aterosclerosis Subclinica (AS)
El SNP rs2980869 no se asocio con AS y EAC prematura de manera significativa
en poblacion la general, al ajustar por distintas variables como edad, género e IMC

(Tabla IX).
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Tabla IX. Asociacion de la variante rs2980869 con Enfermedad Arterial Coronaria y
Aterosclerosis Subclinica.

a)
cc CT TT FAM
CONTROL
0.393 0.465 0.142 0.374
(n=863)
AS
0.366 0.473 0.161 0.398
(n=317)
EAC
0.419 0.447 0.134 0.358
(n=888)
b)
Modelo Control-AS vs EAC  Control vs EAC Control vs AS
RM 0.875 RM 0.865 RM 1.069
Dominante IC (0.785 - 1.456) IC (0.698 - 1.073) IC (0.785 - 1.456)
P=10.163 P=0.187 P=0.670
RM 0.977 RM 1.049 RM 1.255
Recesivo IC (0.748 - 1.275) IC (0.770 - 1.428) IC (0.826 - 1.908)
P=10.863 P=0.762 P=0.287
RM 1.077 RM 1.064 RM 0.910
Aditivo IC (0.942 - 1.232) IC (0.912 - 1.242) IC (0.732 - 1.132)
P=10.279 P=0.427 P=0.397

a) Se muestran los datos en proporciones. CC, CT, TT= frecuencias de genotipos; FAM=
frecuencia del alelo menor. b) RM= razén de momios; IC= intervalo de confianza. El valor de P
que compara los grupos se obtuvo mediante modelos lineales generalizados ajustado por IMC,
edad y género. Abreviaturas: AS= aterosclerosis subclinica, EAC= enfermedad arterial
coronaria.

Se evalud el efecto del alelo T en la poblacion de estudio dividida por género. En el
caso de las mujeres, no se encontrd asociacion a enfermedades como AS y EAC,
esto debido a que las frecuencias del alelo de riesgo son muy similares entre los

grupos control, AS y EAC (Tabla X).
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Tabla X. Asociacion de la variante rs2980869 con Enfermedad Arterial Coronaria y
Aterosclerosis Subclinica en mujeres del estudio GEA.

a) cc cT T FAM
CONTROL
0.425 0.429 0.146 0.366
(n=506)
AS
0.310 0.512 0.179 0.380
(n=84)
EAC
0.383 0.474 0.143 0. 375
(n=175)
b)
Modelo Control-AS vs EAC Control vs EAC Control vs AS
RM 1.045 RM 1.32 RM 1.506
Dominante IC (0.733 - 1.490) IC (0.784 - 1.635) IC (0.886 - 2.560)
P=0.807 P=0.508 P=10.131
RM 0.922 RM 0.938 RM 1.113
IC (0.564 - 1.506) IC (0.562 - 1.564) IC (0.571 - 2.169)
Recesivo
P=0.746 P=0.806 P=10.753
RM 0.999 RM 0.956 MR 0.805
Aditivo IC (0.780 - 1.281) IC (0.740 - 1.236) IC (0.566 - 1.144)

P=0.996

P=10.733

P=0.226

a) Se muestran los datos en proporciones. (CC, CT, TT) = Frecuencias de genotipos; FAM=
Frecuencia del alelo menor. b) RM= Razén de Momios; IC= Intervalo de confianza. El valor de
P que compara los grupos se obtuvo mediante modelos lineales generalizados ajustado por
IMC y edad. Abreviaturas: AS= Aterosclerosis Subclinica, EAC= Enfermedad Arterial
Coronaria.
Al dividir por género se detecté en hombres, se encontré una asociacion significativa
de rs2980869 con EAC por el modelo dominante. La asociacion se observo al
comparar a EAC contra el grupo Control (Poom= 0.027) (Tabla XI), lo que sugiere

que este alelo podria ser un alelo protector de EAC en el género masculino.
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Tabla XI. Asociacion de la variante rs2980869 con Enfermedad Arterial Coronaria y Aterosclerosis

Subclinica en hombres del estudio GEA.

a)
CcC CT TT FAM
CONTROL
0.371 0.500 0.129 0.379
(n=357)
AS
0.378 0.459 0.162 0.392
(n=233)
EAC
0.428 0.441 0.131 0.352
(n=711)
b)
MODELO Control-AS vs EAC Control vs EAC Control vs AS
RM 0.809 RM 0.736 RM 0.887
Dominante IC (0.646 - 1.013) IC (0.562 - 0.965) IC (0.603 - 1.305)
P=0.064 P=0.027* P=0.543
RM 1.006 RM 1.117 RM 1.358
IC (0.730 - 1.387) IC (0.752 - 1.660) IC (0.788 - 2.343)
Recesivo
P=0.969 P=0.583 P=0.271
RM 1.113 RM 1.140 RM 0.983
Aditivo IC (0.948 - 1.308) IC (0.941 - 1.383) IC (0.744 - 1.299)
P=0.190 P=0.181 P=0.905

a) Se muestran los datos en proporciones. CC, CT, TT= frecuencia de genotipo; FAM=
frecuencia del alelo menor. b) RM= razén de momios; IC= intervalo de confianza. El valor de
P que compara los grupos se obtuvo mediante modelos lineales generalizados ajustado por
IMC y edad. Abreviaturas: AS= aterosclerosis subclinica, EAC= enfermedad arterial
coronaria.
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6.3. Asociacidén con parametros antropomeétricos
La variante genética rs2980869 no se asocié con parametros antropométricos en el
analisis de individuos reclutados como controles independientemente de CAC
(Tabla Xll). De forma interesante, cabe mencionar que no se encontraron
diferencias de acuerdo a los genotipos en el IMC, la distribucion de las grasas (la
relacion grasa visceral/subcutanea), asi como la presidn arterial sistolica y
diastolica; mientras que, aun cuando no es significativa, la unica variable que
muestra una ligera diferencia es la de obesidad central (segun perimetro de cintura)
que fue mas baja en individuos con el alelo T; sin embargo, las diferencias no son

significativas.
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Tabla IVIl. Asociacién de rs2980869 con medidas antropométricas de individuos
reclutados como controles (incluyendo individuos con CAC).

a
) CCn=(463) CTn=(549)  TTn=(168) s le valor
Dom0.429  (-0.080 - 0.937) 0.098
IMC (kg/m2) 28.8+4.67 28.4+4.23 28.3+4.24 Rec 0.356 (-0.354 - 1.065) 0.326
Add-0.308  (-0.669 - 0.052) 0.094
Dom-0.228  (-0.840 - 0.383) 0.464
Circunferencia
95.2+11.69 95+11.49 94.8+11.76 Rec -0.434 (-1.285 - 0.418) 0.318
de Cintura (cm)
Add 0.222 (-0.206 - 0.662) 0.303
Dom0.007  (-0.037 - 0.010) 0.614
Relacion
VAT/SAT 0.5+0.21 0.5+0.2 0.520.2 Rec-0.025  (-0.047-0.019) 0.220
Add 0.003 (-0.017 - 0.027) 0.789
Dom-0.163  (-2.026 - 1.420) 0.864
PAS (mmHg) 116.8+17.04 117.8+18.05 117.6+16.4 Rec-0.173 (-2.969 - 2.700) 0.896
Add 0.127 (-1.099 - 1.783) 0.851
Dom0.408  (-0.670 - 1.542) 0.437
PAD (mmHg) 72.449.72 72.449.49 72.1+£9.57 Rec 0.271 (-0.955 - 1.136) 0.712
Add-0276  (-1.159-0.413) 0.459
b)
RM Ic Valor
cc CT T de P
Dom-0.152  (0.420 - 1.125) 0.511
. 32.3 32.3 30.9
Obesidad Rec 0.912 (0.922 - 1.142) 0.671
segun IMC (%)
n= (154) n= (173) n= (48)
Add -0.206 (0.871 - 1.032) 0.100
Dom 0.849 (0.623 - 1.158) 0.301
. 78.5 74.2 73.9
ggﬁtsr';a(‘;) Rec 0.916 (0.604 - 1.390) 0.681
’ n= (354) n= (400) n=(122)
Add 1.109 (0.894 - 1.377) 0.347

Los datos son expresados como la media + DS. VAT/SAT (grasa visceral/grasa subcutanea. Los valores de P
fueron estimados usando la prueba de modelos lineales generalizados para variables lineales a) y regresion
logistica multinomial para variables categoéricas b), ajustando por edad y género. Abreviaturas: = valor de beta,
RM= razén de momios, IC= intervalo de confianza, IMC= indice de masa corporal, VAT/SAT= relacién grasa
visceral/subcutanea, PAS= presion arterial sistolica, PAD= presion arterial diastdlica.

Al dividir el analisis por género, las mujeres presentaron un patron similar en

obesidad central al que presenta el grupo control independiente de CAC (Tabla XIlI).
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La presencia del alelo de riesgo T no se asocidé con ninguna variable antropométrica

en mujeres.

Tabla VIII. Asociacion de rs2980869 con medidas antropométricas de mujeres reclutadas como
controles (incluyendo individuos con CAC).

a) CC n= (241) CT n= (260) TT n= (89) B IC Valor
de P

Dom 0.388 (0.419 - 0.829) 0.332

IMC 28.9715.26 28.75+4.55 28.5+4.59 Rec 0.405 (-0.548 - 1.287) 0.460

Add -0.296 (-0.826 - 0.270) 0.291

Dom -0.296 (-1.530 - 2.357) 0.530

Circunferencia de 92.07+12.41 92.11+11.55 91.8£12.19 Rec -0.692 (-0.2.597 - 2.742) 0.284

Cintura (cm)

Add 0.326 (-1.582 - 1.139) 0.324

Dom -0.005 (-0.042 - 0.014) 0.715

Relacion VAT/SAT 0.5+0.3 0.60%0.3 0.6+£0.3 Rec -0.011 (-0.057 - 0.020) 0.564
Add 0.005 (-0.008 - 0.031) 0.582

Dom 0.181 (-3.338 - 2.453) 0.894

PAS (mmHg) 113.77+17.41 114.13+18.48 114.21+15.7 Rec 0.834 (-03.647 - 0.027) 0.654
Add -0.306 (-1.897 - 2.158) 0.747

Dom 0.819 (-0.553 - 2.271) 0.231

PAD (mmHg) 70.4449.07 69.59+8.86 69.2247.74 Rec 1.218 (-0.651 - 3.226) 0.194
Add -0.720 (-01.743 - 0.232) 0.133

b)
CcC CT TT RM IC Valor de
P
Dom 0.340 (0.088 - 1.155) 0.586
. , 35.9 36.5 31.8
Obefl:’fg‘:o/s;egu" Rec 0.581 (0.108 - 1.225) 0.493
? n= (85) n= (89) n= (26)
Add 0.322 (0.117 - 1.053) 0.465
Dom 0.832 (0.566 - 1.223) 0.350
. 771 71.0 71.8
Obes'd(‘:/d)ce""a' Rec 0.915 (0.547 - 1.531) 0.735
° n=(175) n=(180) n=(61)
Add 1.119 (0.857 - 1.460) 0.408

Los datos son expresados como la media + DS, los valores de la relacion VAT/SAT se transformaron con
logaritmo para el andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando la prueba de modelos lineales
generalizados para variables continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categoéricas (b),
ajustando por edad y género. Abreviaturas: f= valor de beta, RM= Razén de momios, IC = intervalo de
confianza, IMC= indice de masa corporal, VAT/SAT= relacién grasa visceral/subcutanea, PAS= presion arterial
sistélica, PAD= presion arterial diastdlica.
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En el caso del género masculino, el SNP rs2980869 se asocio con los parametros
antropomeétricos, ya que los promedios de todas las variables se encontraron muy

similares en los distintos genotipos (Tabla XIV).

Tabla VIV. Medidas antropométricas de hombres reclutados como control (incluyendo individuos con
CAC).

a) CC n=(222) CT n= (289) TT n=(79) B IC Valor de P
Dom 0.490 (-0.099 - 1.188) 0.133
IMC (kg/m?) 28.53+3.94 28.08+3.89 28.09+3.85 Rec 0.326 (-0.548 - 1.287) 0.483
Add -0.338 (-0.842 - 0.086) 0.150
Dom -0.205 (-0.793 - 2.637) 0.611

Circunferencia de

X 98.61+9.85 97.66+10.8 98.05+10.44 Rec -0.692 (-1.833 - 3.042) 0.284

Cintura (cm)
Add 0.152 (-1.870 - 0.602) 0.600
Dom 0.021 (-0.049 - 0.057) 0.415
Relacion VAT/SAT 0.76+0.33 0.74+0.27 0.79+0.39 Rec -0.041 (-0.127 - 0.022) 0.253
Add -0.0008 (-0.026 - 0.049) 0.996
Dom -0.466 (-3.051 - 2.411) 0.724
PAS (mmHg) 119.92+16.08 121.23+16.97 121.11£16.47 Rec -1.187 (-5.023 - 2.747) 0.526
Add 0.549 (-1.510 - 2.428) 0.565
Dom -0.005 (-1.289 - 1.941) 0.995
PAD (mmHg) 74.4849.97 74.9349.36 75.14+10.4 Rec -0.744 (-2.820 - 1.775) 0.510
Add 0.195 (-1.200 - 1.130) 0.735

b)
CcC CT TT RM IC Valor de P
Dom 0.480 (0.067 - 1.163) 0.412
. , 28.6 28.3 30.0
Obefl:’fg‘:o/s;egun Rec 0.103 (0.174 - 1.153) 0.903
? n= (69) n= (84) n= (22)
Add 0.220 (0.105 - 1.535) 0.596
Dom 0.934 (0.511 - 1.710) 0.826
Obesidad central 80.7 80.7 77.2
Rec 0.824 (0.364 - 1.869) 0.644
(%) n= (179) n= (225) n=(61)

Add 1.089 (0.712 - 1.667) 0.694

Los datos son expresados como la media * la DS, los valores de PAS y PAD se transformaron con logaritmo para
el andlisis estadistico. Los valores de *P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para variables
continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categoéricas (b), ajustando por edad y género.
Abreviaturas: p= valor de beta, RM= razén de momios, IC= intervalo de confianza, IMC= indice de masa corporal,
VAT/SAT= relacién grasa visceral/subcutanea, PAS= presién arterial sistolica, PAD= presion arterial diastdlica,
VAT/SAT (grasa abdominal visceral/grasa abdominal subcutanea).
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6.4. Asociaciéon con metabolismo de lipidos
Se encontraron tendencias de asociacion del SNP rs2980869 con los niveles de
lipidos, éstos no alcanzaron la significancia estadistica, de acuerdo con los
genotipos en el grupo reclutado como control independiente de CAC. Por ejemplo,
con relacion a los parametros bioquimicos del metabolismo lipidico, la presencia del
alelo T parece estar asociado a menores niveles séricos de CT, C-LDL, TG y APO
B. En el caso del C-HDL los promedios aumentan en presencia de dos alelos de
riesgo de riesgo (genotipo TT) con un valor P= 0.043 por el modelo recesivo, siendo
consistente con un mejor perfil cardiometabdlico (Tabla XV). Por su parte, en las
enfermedades del metabolismo lipidico no se observo asociacidn con el porcentaje

de individuos con hipertrigliceridemia (TG>150 mg/dL) (TABLA XV).
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Tabla VII. Comparacién de los parametros bioquimicos del metabolismo de lipidos
entre los genotipos (CC, CT, TT) en individuos reclutados como controles (incluyendo
individuos con CAC).

a) cc cr T Valor
n= (463) n= (549) n= (168) B Ic de P

Dom-2.654  (-1.684 - 6.992) 0.230

ﬁ‘;’ﬁi‘em' Total | 195:39.62 1921£35.86 1893613 Rec-2.933  (0.008-0.019)  0.342
Add-1.876  (-4.961—1.208) 0.233

Dom0.871  (-1.392 - 1.643) 0.871

C-HDL mg/dL 45.8+12.91 45.5+12.89 47.5+13.14 Rec 2.064 (0.051 - 4.179) 0.043
Add 0.471 (-0.607 - 1.548) 0.392

Dom-0.006  (-0.008 - 0.719) 0.396

C-LDL mg/dL 119.9+31.66 117.9+31.36 114.5+31.52 Rec-0.011 (-0.008 - 0.031) 0.266
Add-0.006  (-0.016 - 0.004) 0.242

Dom-0.013  (-0.012-0.037) 0.313

TG mg/dL 185.5+204.44 171.6+87.83 161.9+90.27 Rec-0.026 (-0.008 - 0.061) 0.135
Add-0.013  (-0.031-0.004) 0.140

Dom-0.007  (-0.010 - 0.024) 0.409

ApoB (mg/dL) 97.3+27.38 95.4+27.82 94.7428.85 Rec-0.003 (-0.021 - 0.026) 0.814
Add-0.004  (-0.016-0.008) 0.481

Dom-0.010  (-0.002 - 0.023) 0.105

ApoA (mg/dL) 140.7+35.15 137.1+£38.76 141.1£39.92 Rec-0.008 (-0.025 - 0.010) 0.378
Add-0.003 (0,012 - 0.006) 0.486

b)

cc cT T RM Ic Valor

Dom 0.034 (0.749 - 1.212) 0.780

:':/io‘)’ertrigliceridemia n=4?é35) n=5?2'§ 1 n=4(373) Rec 0.270 (0.542 - 1.063) 0.117
Add 0.087 (0.927 - 1.306) 0.318

Dom 0.962 (0.756 - 1.223) 0.749

:',!/i:)’er°°|eswr°lemia n=4?1'25) n=4?2'g " nf?'(;) Rec 0.835 (0.594 - 1.173) 0.298
Add 1.068 (0.716 - 1.143) 0.402

Dom 0.987 (0.780 - 1.261) 0.914

:-ilgl)%(:)-:(o-teinemia (%) n=5(22§9) n=4?2-22) n:‘}.?ZG) Rec 0.809 (0-576 - 1.125) 0.216
Add 1.064 (0.736 - 1.174) 0.479

Los datos son expresados como la media * la DS, los valores de TG se transformaron con
logaritmo para el analisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos
lineales generalizados para variables continuas (a) y la prueba de regresion logistica
multinomial para variables categoéricas (b), ajustando por IMC, edad y género. Abreviaturas:
Abreviaturas: = valor de beta, RM= razén de momios, IC= intervalo de confianza, C-HDL=
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, C-LDL= colesterol asociado a
lipoproteinas de baja densidad, TG= triglicéridos, ApoB= apolipoproteina B, ApoA=
apolipoproteina A.
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Al hacer la evaluacion de parametros lipidicos por género, en el caso de las mujeres
no se encontraron asociaciones significativas con los niveles séricos de las variables
lipidicas (CT, C-HDL, C-LDL, TG, Apo A o Apo B) asi como en el caso de la
hipertrigliceridemia y la hipoalfalipoproteinemia. Se pueden observar en estas
variables promedios y porcentajes mas bajos, sin embargo, no hay diferencias

significativas en la asociacion con la variante genética rs2980869 (Tabla XVI).
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Tabla VIIl. Comparacion de los parametros bioquimicos del metabolismo de lipidos entre los
genotipos (CC, CT, TT) en mujeres reclutadas como controles (incluyendo individuos con CAC).

a) CC n=(241) CT n= (260) TT n= (89) B IC Valor de P
Dom 0.002 (-0.014 - 0.013) 0.731
Colesterol total (mg/dL) 195.66+37.92 195.56+36.52 191.67+33.13 Rec 0.0001 (-0.018 - 0.018) 0.991
Add 0.0004 (-0.009 - 0.010) 0.950
Dom 0.001 (-0.022 - 0.019) 0.166
C-HDL (mg/dL) 50.13+£13.95 50.02+13.29 51.95+14.02 Rec 0.016 (-0.044 - 0.012) 0.266
Add 0.005 (-0.009 - 0.019) 0.507
Dom -0.003 (-0.022 - 0.015) 0.718
C-LDL (mg/dL) 118.31+£32.67 118.34+30.1 115.14+29.87 Rec -0.001 (-0.025 - 0.027) 0.929
Add -0.001 (-0.012 - 0.015) 0.836
Dom -0.005 (-0.026 - 0.107) 0.744
TG (mg/dL) 164.11+£105.1 157.93+71.25 149.27+72.69 Rec-0.018 (-0.025 - 0.060) 0.422
Add -0.007 (-0.029 - 0.407) 0.523
Dom -0.002 (-0.020 - 0.023) 0.872
apoB (mg/dL) 94.23+26.93 92.85+26.2 92.95+27.72 Rec -0.006 (.0.035 - 0.023) 0.679
Add -0.001 (-0.014 - 0.016) 0.921
Dom 0.006 (-0.011 - 0.023) 0.473
apoA (mg/dL) 148.5+34.79 146.87+42.05 150.13+38.99 Rec 0.007 (-0.030 - 0.017) 0.568
Add 0.011 (-0.013-0.011) 0.834
b)
CcC CT TT n=(89) RM IC Valor de P
Dom 1.022 (0.729 - 1.432) 0.902
42.6 43.7 36.5
Hipertrigliceridemia (%) Rec 0.776 (0.485 - 1.241) 0.289
n= (104)) n=(118) n= (34)
Add 1.057 (0.834 - 1.339) 0.648
Dom 0.906 (0.646 - 1.272) 0.569
42.6 40.1 40.0
Hipercolesterolemia (%) Rec 0.935 (0.587 - 1.489) 0.778
n=(100) n= (105) n= (36)
Add 1.068 (0.842 - 1.355) 0.587
Dom 0.923 (0.771 - 1.520) 0.647
Hipoalfalipoproteinemia 52.5 50.8 459
Rec 0.909 (0.572 - 1.446) 0.688
(%) n=(124) n= (138) n= (43)
Add 0.986 (0.778 - 1.250) 0.908

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de TG se transformaron con logaritmo para
el andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para
variables continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categdricas (b), ajustando por IMC
y edad. Abreviaturas: p= valor de beta, RM= Raz6n de momios, IC= Intervalo de Confianza, C-HDL=
Colesterol asociado a Lipoproteinas de Alta Densidad, C-LDL= Colesterol asociado a Lipoproteinas de
Baja Densidad, TG= Triglicéridos, ApoB= Apolipoproteina B, ApoA= Apolipoproteina A.
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El analisis hecho para el género masculino muestra que en presencia del alelo de
riesgo T se pueden observar tendencias mas marcadas entre los genotipos para
variables las lipidicas (CT, C-LDL y TG) y para los trastornos lipidicos
(hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia). Los niveles de TG en encontraron
cambios de mayor magnitud; sin embargo, no las diferencias no alcanzan
significancia estadistica (Pdom= 0.056 y Pag¢= 0.072). Esto puede deberse al tamafio

de la muestra, que es muy reducido debido a la divisién por género (Tabla XVII).
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Tabla IXll. Comparacion de los parametros bioquimicos del metabolismo de lipidos entre los
genotipos (CC, CT, TT) en hombres reclutados como controles (incluyendo individuos con CAC).

a) CC n=(222) CT n= (289) TT n=(79) Valor
B IC
de P
Dom -0.010 (-0.004 - 0.024) 0.160
Colesterol total (mg/dL) 194.32+41.43 188.9435.01 186.08+39.07 Rec-0.011 (-0.009 - 0.031) 0.263
Add -3.659 (-0.018 - 0.002) 0.114
Dom 0.494 (-0.021 - 0.016) 0.791
C-HDL (mg/dL) 41.1449.8 41.3+10.99 42.71+10.24 Rec 0.190 (-0.046 - 0.005) 0.133
Add 3.659 (-0.007 - 0.904) 0.329
Dom -0.016 (-0.005 - 0.037) 0.128
C-LDL (mg/dL) 121.64+30.52 117.4£32.53 113.91+33.37 Rec -0.021 (-0.007 - 0.051) 0.140
Add -0.014 (-0.029 - 0.001) 0.065
Dom 0.886 (0.628 - 1.105) 0.204
TG (mg/dL) 208.28+271.39 184.28499.2 = 175.28+104.62 Rec 0.305 (0.455 - 1.196) 0.217
Add 0.262 (0.900 - 1.476) 1.152
Dom -0.014 (-0.012 - 0.039) 0.298
apoB (mg/dL) 100.55+27.54 97.71+£29.1 96.54+30.06 Rec -0.011 (-0.025 - 0.048) 0.540
Add -0.010 (-0.029 - 0.009) 0.289
Dom -0.006 (-0.011 - 0.023) 0.473
apoA (mg/dL) 132.43+33.68 127.99432.97  131.56+38.89 Rec -0.005 (-0.029 - 0.019) 0.682
Add -0.004 (-0.017 - 0.008) 0.499
b)
CC n= (222) CT n=(289) TT n=(79) RM Ic Valor
de P
Dom 0.886 (0.628 - 1.251) 0.493
58.5 57.2 52.7
Hipertrigliceridemia (%) Rec 0.737 (0.455 - 1.196) 0.217
n=(131) n= (163) n= (39)
Add 0.868 (0.677 - 1.111) 0.262
Dom 1.013 (0.718 - 1.429) 0.941
27.9 27.9 26.3
Hipercolesterolemia (%) Rec 0.719 (0.433-0.192) 0.203
n= (85) n= (165) n= (25)
Add 1.078 (0.841 - 1.383) 0.552
Dom 0.904 (643 - 1.272) 0.564
Hipoalfalipoproteinemia 58.2 56.5 50.3
Rec 0.717 (0.440 - 1.168) 0.182
(%) n=(115) n= (144) n= (33)
Add 0.871 (0.681 - 1.115) 0.273

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de TG se transformaron con logaritmo para el
andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para variables
continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categéricas (b). Abreviaturas: = valor de beta,
RM= Razén de momios, IC= Intervalo de Confianza, C-HDL= Colesterol asociado a Lipoproteinas de Alta
Densidad, C-LDL= Colesterol asociado a Lipoproteinas de Baja Densidad, TG= Triglicéridos, ApoB=
Apolipoproteina B, ApoA= Apolipoproteina A.
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6.5. Asociacion con metabolismo de glucosa
En el caso del metabolismo de glucosa, se observaron promedios muy similares en
insulina y glucosa con los distintos genotipos CC, CT, TT (Tabla XVIII). Ademas de
esto, el analisis de asociacion indicd un incremento en el porcentaje de individuos
que portan el alelo T con DMT2, el porcentaje mas alto lo alcanzé el grupo
heterocigoto (CT) y se observaron diferencias significativas por los modelos

dominante y aditivo (Pdom= 0.006 y Padd= 0.031).

Tabla XllI. Comparacion de parametros bioquimicos del metabolismo de glucosa entre los genotipos
(CC, CT, TT) en individuos reclutados como controles (incluyendo individuos con CAC).

a
) CCn=(463) CTn=(549)  TTn=(168) Y Ic valor
Dom 2.686 (-6.442 - 3.070) 0.161
Glucosa 89.7118.94 89.82+9.31 91.23+11.07 Rec 1.609 (-6.860 - 3.643) 0.548
(mg/dL)
Add 1.772 (-0.897 - 4.441) 0.193
Dom 0.062 (-1.338 - 1-462) 0.931
INSULINA 19.16£10.15  18.94£9.37  19.08+11.88 Rec 0.548 (-1.354 - 2.450) 0.572
(mg/dL)
Add -0.176 (-1.155 - 0.804) 0.725
Dom 0.125 (-0.049 - 0.001) 0.560
HOMA-IR 4.29+2.49 4.23+2.35 4.39+3.26 Rec 0.008 (-0.059 - 0.011) 0.632
Add 0.015 (-0.002 - 0.032) 0.092
b)
CCn=(41)  CTn=(83 TT n= (23) RM Ic valor
Dom 1.736 (1.174 - 2.568) 0.006
DMT2 (%) 10.4 16.4 13.9 Rec 1.099 (0.671 - 1.798) 0.708
Add 0.755 (0.585 - 975) 0.031

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de HOMA se transformaron con logaritmo para el
andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para variables
continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categéricas (b), ajustando por IMC, edad y género.
Abreviaturas: B= valor de beta, Intervalo de Confianza, RM= Razén de Momios, HOMA-IR= Evaluacion del
Modelo de Homeostasis de Resistencia a la Insulina, DMT2= Diabetes Mellitus Tipo 2.

Al dividir por género, los parametros del metabolismo de glucosa mantienen un

patrén similar entre el grupo de mujeres y la poblacidbn general (control
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independiente de CAC), se observaron promedios similares en insulina, HOMA-IR
y glucosa para los distintos genotipos. Incluso, en el caso de individuos con DTM2
también se observé que el genotipo CT concentra el mayor porcentaje. Sin

embargo, las diferencias no alcanzan la significancia estadistica (Tabla XIX).

Tabla XIX. Comparacién de parametros bioquimicos del metabolismo de glucosa entre los genotipos
(CC, CT, TT) en mujeres reclutadas como controles (incluyendo individuos con CAC).

a) CC n= (241) CT n= (260) TT n=(89) Valor de
B Ic P

Dom -1.867 (-7.900 - 4.165) 0.544

Glucosa
97.90+£36.58 97.89+33.57 97.18+27.98 Rec -3.695 (-12.001 - 4-611) 0.383

(mg/dL)
Add 1.883 (-2.354 - 6.120) 0.384
Dom -0997 (-3.011-1.018) 0.332

INSULINA

19.89+11.61 20.02+11.08 18.47+9.99 Rec -1.038 (-1.681 - 3.756) 0.454

(mg/dL)
Add -0.205 (-1.193 - 1.603) 0.774
Dom -0.015 (-0.062 - 0.031) 0.516
HOMA-IR 4.87+3.39 4.89+3.45 4.45+2.63 Rec -0.008 (-0.071 - 0.054) 0.799
Add -0.010 (-0.023 - 0.042) 0.561

b)
CC n=(21) CT n=(36) TT n=(11) RM Ic VaI(;r de

Dom 1.546 (0.885 - 2.700) 0.126
DMT2 (%) 9.1 13.4 12.9 Rec 1.022 (0.503 - 2.077) 0.952
Add 0.815 (0.566 - 1.174) 0.272

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de HOMA se transformaron con logaritmo para el
andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para variables
continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categéricas (b), ajustando por IMC y edad.
Abreviaturas: B= valor de beta, Intervalo de Confianza, RM= Razén de Momios, HOMA-IR= Evaluacion del
Modelo de Homeostasis de Resistencia a la Insulina, DMT2= Diabetes Mellitus Tipo 2.

Los resultados bioquimicos entre los genotipos en hombres presentaron diferencias
mas evidentes (Tabla XX). En presencia del alelo T se encontraron niveles mas
altos de glucosa y HOMA-IR, siendo estadisticamente significativo para ambas

variables cuando se ajusta por IMC y edad. Ademas, se encontré asociacion de la
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variante rs2980869 con DMT2 por el modelo dominante con una P= 0.019 en el

género masculino.

Tabla XIl. Comparacion de parametros bioquimicos del metabolismo de glucosa entre los genotipos
(CC, CT, TT) en hombres reclutados como controles (incluyendo individuos con CAC).

a) CC n=(222) CT n= (289) TT n=(79) B IC Valor de P
Dom 5.278 (0.117 - 10.439) 0.045
Glucosa
96.95+28.18 101.92+32.72 102.83+36.41 Rec 3.684 (-11.027 - 4.659) 0.325
mg/dL
Add 3.694 (-0.028 - 7.416) 0.052
Dom 0.733 (-2.932 - 0.089) 0.422
INSULINA
19.53+10.72 19.13+9.86 19.69+13.47 Rec 1.000 (-3.473 - 1.474) 0.428
mg/dL
Add 0.492 (-02.15 - 2.270) 0.445
Dom 0.556 (1.097 - 0.016) 0.044
HOMA-IR 4.66+2.83 4.853.15 5.02+4.01 Rec 0.297 (-1.033 - 0.440) 0.430
Add 0.357 (-0.025 - 0.738) 0.067
b)
CC n= (20) CT n= (47) TT n=(12) RM IC Valor de P
Dom 1.937 (1.115 - 3.362) 0.019
DMT2 (%) 55 9.8 7.6 Rec 1.178 (0.593 - 2.339) 0.641
Add 0.701 (0.489 - 1.004) 0.053

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de HOMA se transformaron con logaritmo para el
andlisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados para variables
continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categéricas (b), ajustando por IMC y edad. Abreviaturas:
= valor de beta, Intervalo de Confianza, RM= Raz6n de Momios, HOMA-IR= Evaluacion del Modelo de Homeostasis
de Resistencia a la Insulina, DMT2= Diabetes Mellitus Tipo 2.

6.6. Asociacion con el metabolismo hepatico
En el analisis de las enzimas hepaticas se observan promedios muy parecidos entre
los genotipos en el grupo control (independiente de CAC). A excepcioén de ALP y
GGT que presentan valores mas bajos en genotipos con el alelo T, estas diferencias
se hacen mas grandes cuando se tienen dos copias del alelo (Tabla XXI). Sin
embargo, solo en ALP existen diferencias significativas con el modelo aditivo

(P=0.046). No se encontro asociacion del alelo de menor T con higado graso.
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Tabla XIll. Comparacion de enzimas hepaticas entre los genotipos (CC, CT, TT) en individuos
reclutados como controles poblacion general (incluyendo individuos con CAC).

a)

CC n= (463) CT n= (549) TT n=(168) B IC Valor de P
Dom 0.003 (-0.017 - 0.022) 0.776
ALT IU/L 29.2+18.67 29.4+19.76 29.7+19 Rec 0.012 (-0.039 - 0.015) 0.390
Add 0.002 (-0.012 - 0.015) 0.816
Dom -0.008 (-0.005 - 0.020) 0.232
AST IU/L 28+12.32 27.8+12.5 27.5+12.1 Rec 0.0003 (-0.018 - 0.017) 0.967
Add -0.004 (.0.003 - 0.005) 0.407
Dom -4.706 (-8.111 - -1.302) 0.007
ALP IU/L 85.5£25.37 81.8+27.88 78.2+21.99 Rec -5.411 (-10.093 - -0.729) 0.024
Add -3.763 (-6.760 - -1.365) 0.002
Dom -2.570 (-1.660 - 6.799) 0.234
GGT IU/L 39.8+42.09 37.5+37 33.6+24.57 Rec -0.002 (-0.036 - 0.031) 0.895
Add -2.665 (-5.659 - 0.330) 0.081
b)
CC n=(165) CT n= (175) TT n=(50) RM IC Valor de P
Dom 0.857 (0.659 - 1.114) 0.250
HGNA (%) 42.30% 43.60% 14.10% Rec 0.859 (0.592 - 1.677) 0.425
Add 0.769 (0.594 — 0.996) 0.046

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de ALT, AST, ALP y GGT se transformaron con
logaritmo para el analisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados
para variables continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categoéricas (b), ajustando por IMC
y Género. Abreviaturas: = valor de beta, RM = razén de momios, IC= intervalo de confianza, ALT= alanina
aminotransferasa, AST= aspartato transaminasa, ALP= fosfatasa alcalina, GGT= gamma glutamil
transpeptidasa.

En el caso del género femenino, se conservo el patrén observado en poblacion
general para las enzimas ALT y AST con promedios similares entre los genotipos.
Los niveles de ALP presentaron valores mas bajos en presencia de dos copias de
alelo T, mientras que para la GGT se encontré con niveles mas bajos en forma
progresiva con la aparicion del numero de copias del alelo T. Sin embargo, no hubo

diferencias significativas y tampoco para HGNA (Tabla XXII).
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Tabla XIVIl. Comparacion de enzimas hepaticas entre los genotipos (CC, CT, TT) en mujeres
reclutadas como controles (incluyendo individuos con CAC).

a)

ALT IU/L

AST IU/L

ALP IU/L

GGT IU/L

b)

HGNA (%)

CC n= (241)

26.82+17.53

26.64+12.31

87.69+25.83

33.12+45.51

CC n= (76)

33.6%

CT n= (260)

26.65+20.25

27.02+13.4

87.12+33.78

29.81+£31.21

CT n=(81)

30.9%

TT n= (89)

27.54+16.9

27.55+12.22

81.29+24.52

28.41+£22.15

TT n= (27)

33.3%

B
Dom 0.008
Rec 0.001
Add 0.004
Dom 0.002
Rec 0.008
Add 0.001
Dom -3.347
Rec -5.884
Add -3.171
Dom -4.033
Rec -0.029

Add -0.014

RM
Dom 1.007
Rec 0.996

Add 0.998

IC
(-0.040 - 0.025)
(-0.045 - 0.044)
(-0.019 - 0.027)
(-0.020 - 0.024)
(-0.038 - 0.022)
(-0.015-0.017)
(-2.243 - 8.937)
(-1.717 - 13.486)
(-7.064 - 0.722)
(-0.027 - 0.053)
(-0.026 - 0.083)

(-0.042 - 0.014)

IC
(0.695 - 1.460)
(0.599 - 1.656)

(0.769 - 1.294)

Valor de P

0.638

0.974

0.729

0.839

0.603

0.901

0.241

0.129

0.110

0.195

0.306

0.338

Valor de P

0.970

0.986

0.986

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de ALT, AST, ALP y GGT se transformaron con
logaritmo para el analisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando modelos lineales generalizados
para variables continuas (a) y regresion logistica multinomial para variables categoricas (b), ajustando por IMC
y edad. Abreviaturas: p= valor de beta, RM = raz6n de momios, IC= intervalo de confianza, ALT= alanina

aminotransferasa, AST=

transpeptidasa.

aspartato transaminasa, ALP=

fosfatasa alcalina, GGT= gamma glutamil

68



En el caso del género masculino se obtienen diferencias interesantes (Tabla XXIII).
Aunque, las enzimas hepaticas ALT y AST no presentan diferencias entre sus
promedios, al igual que lo observado en el grupo control y en mujeres. Sin embargo,
de nueva cuenta ALP y GGT muestran niveles mas bajos en presencia del alelo T
y estas diferencias también aumentan en presencia de dos copias de este alelo. Sin
embargo, las diferencias entre los genotipos solo son significativas para ALP
(Pdom=0.003, Prec= 0.035 y Padd=0.002). La variante genética rs2980869 se
asocié con un menor riesgo de padecer HGNA (Pdom=0.044, Padd**=0.36).
Considerando como HGNA positivos a los individuos con una relacién higado/bazo
>1. Sin embargo, cuando se realiz6 el ajuste por IMC, edad y género se pierde la

significancia en la asociacion del alelo de menor T con HGNA en hombres.
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Tabla XVIIl. Comparacion de enzimas hepaticas entre los genotipos (CC, CT, TT) en hombres
reclutados como controles (incluyendo individuos con CAC).

a)

ALT IU/L

AST IU/L

ALP IU/L

GGT IU/L

b)

HGNA
(%)

CC n= (222)

31.76+£19.54

29.38+12.21

83.06+24.71

47.04+36.84

CC n= (89)

36.5

CT n= (289)

31.96+18.98

28.46+11.57

76.98+19.88

44.6+40.43

CT n= (94)

30.3

TT n= (79)

32.01+20.84

27.51+£12.04

75.06+18.69

39.04+25.94

TT n= (23)

32.3

B

Dom 0.009
Rec 0.020
Add 0.0005
Dom -0.011
Rec -0.004
Add -0.007
Dom -5.589
Rec -5.301
Add -4.245
Dom -1.987
Rec -0.023

Add -0.009

RM

Dom 0.730
0.699
Rec 0.738
0.711
Add 0.784

0.759

IC

(-0.015 - 0.033)
(-0.054 - 0.015)
(-0.017 - 0.051)
(-0.004 - 0.026)
(-0.018 - 0.026)
(-0.018 - 0.004)
(-9.283 - -1.895)
(-10.419 - -0.182)
(-6.872 - -1.618)
(-3.703 - 7.678)
(-0.065 - 0.019)

(-0.130 - 0.012)

IC

(0.502 - 1.061)
(0.492 - 0.991)
(0. 425 - 0.103)
(0.423 - 1.195)
(0599 - 1.031)

(0.586 - 0.982)

Valor de

0.479

0.264

0.957

0.161

0.719

0.236

0.003

0.035

0.002

0.494

0.287

0.416

Valor de
P

0.099

0.044**

0.281

0.198**

0.083

0.036**

Los datos son expresados como la media + la DS, los valores de ALT, AST, ALP y GGT se
transformaron con logaritmo para el analisis estadistico. Los valores de P fueron estimados usando
modelos lineales generalizados para variables continuas (a) y regresion logistica multinomial para
variables categoricas (b), la P se obtuvo ajustando por IMC y edad, la P** se obtuvo sin ajuste.
Abreviaturas: = valor de beta, RM = razén de momios, IC= intervalo de confianza, ALT= alanina
aminotransferasa, AST= aspartato transaminasa, ALP= fosfatasa alcalina, GGT= gamma glutamil
transpeptidasa.
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7. Discusion

El presente trabajo es el primero que analiza las asociaciones de la variante
genética rs2980869, cercana al gen TRIB1, con enfermedades metabdlicas en
poblacidn mestiza mexicana. Dicha variante se encuentra en estrecho desequilibrio
de ligamiento (DL) con el SNP rs17321515 (D=1, r’=0.97, HapMap) que ha sido
ampliamente reportado por su asociacién a niveles séricos de lipidos y a EAC
(Douvris et al., 2014). La variante rs2980869 que se analizé en este estudio se ha
reportado por tener un papel importante en el metabolismo de lipidos y glucosa,
ademas de tener una frecuencia alélica > 5% en poblacién mexicana y presentar
resultados positivos en el analisis de EHH >2. Estos datos sugieren que este SNP
(rs2980869) pudo estar sujeto a seleccidn positiva reciente en distintas poblaciones

(africana, europea y americana) (http://hgdp.uchicago.edu/cgi-bin/gbrowse/HGDP,

Voight et al., 2006). Para este estudio se utilizaron las muestras del estudio GEA
(Genética de la Enfermedad Aterosclerosa) (Villarreal-Molina et al., 2012) disefiado
para buscar factores de riesgo genéticos asociados con la enfermedad arterial
coronaria prematura y la aterosclerosis subclinica. Debido al disefio de esta cohorte
y a su caracterizacion clinica, el proyecto GEA también puede ser usado para
estudiar factores metabdlicos de riesgo cardiovascular, los cuales, tienen una alta
prevalencia en la poblacion mestiza mexicana (Murguia-Romero etal. 2015;

Romero-Velarde et al. 2016).

En el presente estudio no se detect6 asociacion de la variante genética rs2980869
con las enfermedades metabdlicas EAC, AS, HGNA y o hipertrigliceridémia en

poblacion mexicana, en contraste con lo reportado previamente para otras
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poblaciones europeas y asiaticas (Douvris et al. 2014; IBC 50K CAD Consortium
2011; Wang et al. 2015; Zhou et al. 2011). Al revisar la base de datos del HapMap,
encontramos que las frecuencias alélicas del alelo de menor “T” en otras
poblaciones (Europeos 0.460, Asiaticos del Este 0.553) son mas altas que en la
poblacion mexicana, incluso, en poblaciones asiaticas el alelo identificado como el
alelo de riesgo, ha sido el alelo “C” (frecuencia alélica 0.383, poblacion HAN, China)
por ser el alelo menor para esa poblacion (Zhou et al. 2011) y ha sido considerado
como un alelo que incrementa el riesgo de padecer EAC. Interesantemente, las
frecuencias alélicas del alelo derivado T en las poblaciones nativas al norte del
territorio mexicano tienen frecuencias alélicas parecidas a las de las poblaciones
europeas (Pima, Sonora= 0.40) mientras que al sur (Mayas, Yucatan= 0.214) tienen
frecuencias alélicas mas parecidas a las que encontramos en la poblacién mestiza
mexicana del proyecto GEA (0.374). Al parecer las poblaciones nativas
proporcionan una menor frecuencia del alelo protector “T” y un aumento en la
frecuencia del alelo reportado como de riesgo “C” en poblaciones Europeas y

Asiaticas (Douvris et al. 2014; Wang et al. 2015; Zhou et al. 2011).

Sin embargo, en el presente estudio se encontraron asociaciones tanto de
proteccion como de riesgo metabalico en poblacion general, y, mientras que algunos
resultados coinciden con lo reportado previamente en la literatura, otros son
contrastantes. Por ejemplo, aunque no se encontraron asociaciones significativas
de la variante genética rs2980869 (TRIB1) con EAC (Cai et al. 2019; Wang et al.
2015; Zhou et al. 2011) y con los niveles séricos de TG, CT, y C-LDL, se observan

tendencias de asociacion consistentes con un perfil metabdlico favorable (niveles
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séricos mas bajos de TG, CT y C-LDL). Sin embargo, solo se encontraron
diferencias significativas con niveles mas altos de C-HDL (Prec= 0.043) (Tabla XV),
resultado consistente con un perfil metabdlico protector de riesgo de EAC. Por otro
lado, se obtuvieron resultados contrastantes cuando se hizo el analisis de
asociacion de este SNP (alelo “T”) con variables del metabolismo de glucosa. Se
detectd que los individuos con el alelo “T” tienen un mayor riesgo de DMT2
(Paom=0.006), asi como con valores mas altos de HOMA-IR (Paqs =0.092, Tabla
XVIII). Sin embargo, los niveles de glucosa e insulina no tienen diferencias
significativas entre los grupos. También, se encontré asociacion del alelo menor “T”
con un menor riesgo de HGNA (Pads= 0.046) y con menores concentraciones de
ALP (Pada= 0.002) en sangre (Tabla XXI). Cabe mencionar que éste es el primer
estudio que detecta asociacion del SNP rs2980869 (cercano a TRIB7) con niveles
séricos de ALP, C-HDL, HOMA-IR y DMT2 en poblacién mexicana. Se sabe que en
ratones el gen TRIB1 afecta el almacenamiento de lipidos en el higado y tiene un
papel en la regulacion de multiples genes involucrados en la sintesis de TG y
glucosa (Ishizuka et al. 2014). Aunque, las diferencias encontradas con lo reportado
previamente en poblaciones europeas y asiaticas pueden deberse a diferentes
interacciones gen-ambiente tal como lo reporta un estudio que evalua variantes
genéticas de TRIB1 en dos poblaciones (Mulao y Han) de China (Aung et al. 2011).
Es probable que al incrementar el tamafio de la muestra del presente estudio
podrian detectarse asociaciones con EAC y niveles de TG principalmente tal como

lo han hecho otros estudios con una muestra de mayor tamafio.
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7.1. Asociaciéon con EAC prematura

En el presente estudio no se encontré asociacion significativa de rs2980869 con
EAC en poblacidon general. Sin embargo, al analizar las diferencias estadisticas
entre los genotipos y dividiendo por género, se detectd asociacion del alelo T con
un menor riesgo de padecer EAC prematura en hombres (RM= 0.736, Poom= 0.027)
(Tabla XIl). Esta asociacion es consistente con lo reportado en diversas poblaciones
asiaticas y europeas (CARDIOGRAMplusC4D Consortium et al., 2013; Waterworth
et al., 2010; Willer et al., 2008; Zhou et al., 2011). Aunque en ninguno de estos
estudios ha reportado diferencias de género, otros grupos como el de Wang et al.
(2015) encontraron asociacion de la variante rs17321515 (TRIB1) con incremento
en el riesgo de padecer EAC en género masculino en poblacion Han de China [RM=
0.178, Prec= 0.03] (Wang et al., 2015). Esto es consistente con el presente estudio
porque ademas de esto, ellos tampoco detectaron asociacion en poblacion general
(analizando ambos sexos en conjunto). Las diferencias de género encontradas en
este estudio son consistentes con un analisis hecho en 16 poblaciones europeas
que detecto estas diferencias en la asociacion de rs17311515 con CT y TG
(Aulchenko et al. 2009). Estos resultados, en conjunto, sugieren que puede deberse
a la necesidad de un mayor tamafio de muestra como las usadas en los meta-
analisis antes citados (>10,000 individuos), para obtener mayor poder estadistico.
Sin embargo, es importante considerar que el poder estadistico de la cohorte del
presente estudio basado en la cohorte del estudio GEA 0.80 fue suficiente para
detectar el efecto protector con EAC del alelo derivado “T” en hombres. Los
resultados observados sugieren que el papel de TRIB1 en la EAC podria estar

mediado via el metabolismo hepatico de lipidos, principalmente de los TG y el C-
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HDL (Tabla XV). Ademas de ser las dos variables que presentan mayor tendencia
(TG, en hombres) o asociacion (C-HDL, poblacién general) con el alelo (T) protector
de riesgo de EAC, también presentan diferencias significativas de género en
poblacion mexicana. Otra posible explicacion podrian ser las diferencias en los
criterios de inclusion y exclusién, ya que mientras los estudios de asociacion previos
se han realizado en individuos con EAC, el presente estudio incluy¢ individuos con
EAC prematura. Por ello, sera necesario realizar estudios que ayuden a clarificar el
motivo de estas diferencias y a buscar los mecanismos que intervienen en las

interacciones gen-gen y gen-ambiente (Aung et al. 2011).

7.2. Asociacién con niveles de lipidos en suero

Entre las variables lipidicas analizadas, se encontré asociacion del genotipo TT
(rs2980869) con niveles mas altos de C-HDL (f= 2.064, Prc= 0.043) en poblacion
general (Tabla XII). Esta asociacion ha sido previamente reportada en poblaciones
asiaticas (Asselbergs et al. 2012; Aung et al. 2011). Aunque el perfil encontrado en
el presente estudio de los niveles séricos de C-HDL es consistente con un menor
riesgo cardiovascular, hay estudios que han cuestionado si la asociacion de los
niveles de C-HDL con EAC tiene un efecto causal, debido a que se ha encontrado
que las variantes genéticas que se asocian con niveles de C-HDL no
necesariamente se asocian con esta patologia (Voight et al. 2012). Sin embargo,
en el presente estudio se encontré un perfil mas alto de C-HDL junto con valores
mas bajos en otras variables lipidicas (TG, CT y C-LDL) y menor riesgo de EAC en
hombres. Estos resultados en conjunto podrian sugerir que la variante rs2980869

se asocia con un menor riesgo cardiovascular, consistente con los perfiles lipidicos
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que proponen Gotto 1998 y Peters et al. 2016, en el 2016. Interesantemente,
aunque no se obtuvo significancia estadistica, los niveles séricos de TG, CT y C-
LDL fueron mas bajos en individuos con los genotipos con el alelo de T en poblacion
general. Las tendencias encontradas son consistentes con lo encontrado en otros
estudios que han observado la asociacion de variantes genéticas cercanas al gen
TRIB1 con niveles de TG, CT y C-LDL en suero (Aulchenko et al. 2009; Aung et al.
2011; Kathiresan et al. 2008; Waterworth et al. 2010; Willer et al. 2008). Aun cuando
el efecto encontrado de la variante genética rs2980869 en los lipidos sea
consistente con un menor riesgo cardiovascular, no podemos saber si el papel de
la variante genética en la EAC se lleve a cabo unicamente via el metabolismo de
lipidos como lo menciona Wang et al. (2015), o bien, que también se deba en parte
a otras vias metabdlicas en las que tienen participacion TRIB1 y estan involucradas
en el desarrollo de aterosclerosis como la inflamacion (Kraja et al. 2014) o mediante
MAPK via el mecanismo que regula la proliferacion de células de musculo liso y la

quimiotaxis mediante la via de sefalizacion JUNK-cinasa (Sung et al. 2007).

7.3. Asociacion con DMT2

El presente estudio encontrd asociacion de la variante genética rs2980869 con un
mayor riesgo de padecer DMT2 (incluso después de justar por IMC, edad y género)
en poblacion general (RM= 0.755, Pqsom= 0.006) (Tabla XVIII) y en el género
masculino (RM= 1.937, Pyom=0.019) (Tabla XX). También se encontrd en el género
masculino la asociacion de esta variante genética con niveles séricos mas altos de

glucosa (f= 5.278, P= 0.045) y de la relacion HOMA-IR (= 0.556, P4om= 0.044)
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(Tabla XX). La asociacidon esta relacionada con promedios mas altos de estas
variables en presencia de los genotipos con el alelo menor T. Existe un reporte
previo de la asociacion del SNP rs17321515 cercano a TRIB1 con el riesgo de
padecer DMT2 en poblacion sueca (Fontaine-Bisson etal. 2010). Una posible
explicacion podria ser la evidencia encontrada por Ishizuka et al. 2014, quienes
reportan que la sobreexpresion de TRIB1 favorece la expresion de multiples genes
involucrados en la sintesis de glucogendlisis y suprime la expresion de genes
involucrados en la sintesis de glucogeno hepatico (Ishizuka et al., 2014). Estos
podrian ser los mecanismos de regulacion mediante los cuales TRI/B1 tiene su
participacion en el metabolismo de glucosa. Sin embargo, sera necesario realizar
mas estudios para determinar si esta variante genética favorece o reprime la
expresion de TRIB1, asi como identificar las interacciones genotipo-ambiente que

puedan estar participando en el desarrollo de la DMT2.

7.4. Asociacion con higado graso no alcohélico (HGNA)

De manera interesante, se encontro asociacion de rs2980869 con un menor riesgo
de padecer HGNA en poblacion general (RM= 0.769, Pas= 0.046) (Tabla XXI),
ademas en individuos del género masculino también se encontré asociacion con
HGNA (RM=.759, Paq= 0.036) (Tabla XXIIl). Este resultado es consistente con la
asociacion de los SNPs cercanos al gen TRIB1 con HGNA reportado anteriormente
(Grove etal. 2016; Kahali, Halligan, y Speliotes 2015), aunque, se perdi6 la
significancia cuando se ajusto por IMC y edad en el género masculino del presente
estudio. Se sabe que el higado es el principal érgano que regula los niveles séricos

de CT y TG. La asociacion reportada de TRIB1 con los niveles de lipidos en plasma
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y con HGNA sugiere que TRIB1 esta involucrado en el metabolismo de CT y TG,
principalmente a nivel hepatico como lo sugiere (Ishizuka et al. 2014). Ademas, se
sabe que el gen TRIB1 afecta lipogénesis hepatica y exportacién de VLDL via
interaccion de proteinas, mediando sus efectos promotores en el desarrollo de
HGNA (Burkhardt et al. 2010; Ishizuka et al. 2014; Makishima et al. 2015). Existen
distintas vias que podrian explicar el papel de TRIB1 en el metabolismo hepatico.
Un ejemplo es mediante el regulador maestro de lipogénesis hepatica (MLXIPL),
debido a que cuando TRIB1 no esta activo se activa MLXIPL (Burkhardt et al., 2010).
Otra via de interaccién ya descrita, podria ser la de TRIB1 con la proteina asociada-
Sin3A (SAP18), ya que cuando ésta se inactiva (Knockdown) acentua la disminucion
de los niveles de proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTTP) e
incrementa los niveles de lipidos hepaticos, mientras que los niveles de lipidos en
suero disminuyen. Lo anterior se debe a que MTTP transfiere lipidos a APOB como
parte de la formacion de VLDL, resultando en la exportacion de VLDL al higado y
causando un incremento en la esteatosis hepatica (Kahali et al., 2015). Por otro
lado, es interesante destacar la correlacion encontrada entre el alelo menor T con
niveles mas bajos de fosfatasa alcalina (ALP) en plasma, asociacion que se
conserva incluso después del ajuste por IMC, edad y género. Esto es consistente
con lo reportado por Chambers et al. 2011. Los niveles séricos de ALP en hombres
son mas bajos en comparacion con las mujeres en la poblacion general del grupo
control (CAC= 0) con diferencias significativas entre los grupos (Tabla VIII). Se sabe
que los niveles séricos elevados de ALP pueden sugerir dafio hepatocelular (Pratt
y Kaplan 2000). Ademas, la presencia de niveles mas altos de ALP sérico sumado

a otras encimas hepaticas (ALT, AST y GGT), sugieren una enfermedad hepatica
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progresiva, ya sea debido a HGNA o a otras causas (Sattar, Forrest, y Preiss 2014).
Aunque se observan tendencias en el caso de la gamma glutamil transpeptidasa
(GGT) con promedios mas bajos en individuos con los genotipos que contienen el
alelo T, es importante mencionar que las enzimas hepaticas ALT y AST no
mostraron diferencias por genotipo. En conjunto estos resultados sugieren que
posiblemente el mecanismo por el cual TRIB7 tiene un papel en el HGNA sea a
través de la regulacion de los niveles de los lipidos, asi como, del metabolismo de

ALP y no de las enzimas hepaticas ALT y/o AST.

7.5. RNA largo no codificante TRIBAL

La relevancia de las asociaciones encontradas esta relacionada con el hecho de
que la variante rs2980869 del SNP se localiza rio abajo del gen TRIB1 en la region
no codificante que ha sido identificada como un novedoso gen denominado TRIBAL.
Este gen codifica para multiples variantes de empalme (splicing) de un RNA largo
no codificante (INCRNA, por sus siglas en inglés). Este INncRNA se ha asociado con
la expresion del RNA mensajero de TRIB1 y una menor expresion (20%) de este
gen en pacientes del Ottawa Heart Study (Asselbergs et al. 2012; Douvris et al.
2014). Por ello, partiendo del hecho de que la variante rs2980869 se asocié con
ciertas enfermedades metabolicas, ahora faltara determinar como esta variante
genética interviene en el desarrollo de las mismas, y que factores ambientales

pueden modular su efecto.
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7.6. Fortalezas y limitaciones

El presente trabajo se encuentra anidado dentro de un proyecto mayor llamado
GEA, disefiado especificamente para buscar factores genéticos asociados con EAC
y sus factores de riesgo. Hasta ahora, este estudio es el unico en su tipo en América
Latina, disefiado como un estudio de casos y controles. Ademas, cuenta con una
caracterizacion muy fina de fenotipos, que permite buscar asociaciones con una
gran variedad de factores de riesgo cardiovascular. Usando el grupo control del
estudio GEA pueden hacerse analisis de asociacion con DMT2, HGNA,
hipertension, dislipidemias y obesidad. También es util para evaluar asociacion con
rasgos metabalicos y bioquimicos que tienen una participacion en cada una de estas
enfermedades metabdlicas. Otra ventaja es que se les ha dado seguimiento a los

participantes, pudiendo considerarse como una cohorte.

Si bien los participantes del estudio tienen una gran cantidad de mediciones
antropomeétricas, bioquimicas y de gabinete, el tamafno de la muestra es
relativamente reducido. La “n” podria ser mucho mayor para poder incrementar el
poder estadistico y detectar el efecto de variantes genéticas que tengan un efecto
mas modesto. Otra limitante, es que, al ser un estudio de asociacion, los resultados
encontrados no implican causalidad. Ademas, el presente estudio solo se analizd
una variante genética, en el futuro se debe ampliar a un panel mas amplio. Sin
embargo, estos estudios contribuyen en la comprensién de como se presenta la

EAC y sus comorbilidades.
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7.7. Perspectivas

Los resultados del presente estudio contribuyen al mejor entendimiento del papel
de la variante rs2980869 (cercana al gen TRIB1) en la manifestacién de las
enfermedades metabdlicas. Sin embargo, es solo el comienzo para entender como

esta variante genética afecta el riesgo de padecer EAC, HGNA y/o DMT2.

Sera necesario realizar estudios que permitan determinar la influencia de este SNP
(rs2980869) en relacion con la regulacion de la expresion del gen TRIBAL y si esta
influencia tiene un efecto que module la expresion del gen TRIB1, con esto,
determinar el mecanismo mediante el cual esta variante genética afecta el riesgo de
padecer estas enfermedades metabdlicas. Asi mismo, sera necesario determinar
las interacciones que existen entre: 1) los genes TRIBAL y TRIB1; 2) con otros
genes que tienen un papel importante; 3) y las interacciones gen-ambiente que
participan en el desarrollo de estas patologias metabdlicas de alta prevalencia en la

poblacion mexicana.

El complejo entendimiento de las enfermedades metabdlicas (factor de riesgo de
padecer EAC) merece abordajes cada vez mas amplios. Es decir, sera importante
analizar a las entidades patoldgicas desde una perspectiva que integre los hallazgos
encontrados, dejando de lado la idea de que estas enfermedades se desarrollan de

forma independiente.
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8. Conclusiones

El presente estudio provee los primeros hallazgos sobre el papel que tiene la
variante genética rs2980869 (cercana al gen TRIB1) con las enfermedades
metabdlicas de alta prevalencia en la poblacion mexicana (EAC, DMT2 y HGNA),
asi como, su asociacion con los niveles séricos de C-HDL, ALP, glucosa y el HOMA-
IR. Es importante resaltar que estas asociaciones difieren de acuerdo al género,
debido a que esta variante parece tener un papel mas importante en el género

masculino.
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