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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo. En
este grupo destaca la enfermedad arterial coronaria (EAC), la cual se caracteriza por la formacién
de una placa de ateroma en el espacio subendotelial de las arterias coronarias. Un paso
importante para el desarrollo de la EAC es la disfuncion endotelial. Las células endoteliales (CE)
forman una interfaz entre la sangre y la pared del vaso que regula la homeostasis vascular. La
EAC se considera una enfermedad compleja, ya que es el resultado de la interaccién de multiples
genes y factores ambientales. Uno de los genes involucrados es el gen ABCA1, el cual se expresa
en el endotelio. La proteina ABCA1 regula el eflujo de colesterol, lo cual favorece la formacién
de lipoproteinas de alta densidad (HDL). ABCA1 tiene mds de 5000 variantes, la variante R230C
se asocia a concentraciones bajas de colesterol HDL (C-HDL) en plasma y paraddjicamente, se
asocia a un menor riesgo de EAC en mestizos mexicanos. La variante 1883M, aunque se asocia a
mayor riesgo de EAC en distintas poblaciones, su asociacién con niveles bajos de C-HDL no es
consistente. ABCA1 tiene un papel pleiotrépico y varios estudios han demostrado que ayuda a
mantener la distribucién de nutrientes durante el embarazo, jugando un papel importante
durante el desarrollo fetal. La mayoria de los estudios in vitro se han enfocado en el efecto de
las variantes de ABCA1 en macroéfagos. Las variantes de este gen y su interaccidon con el microy
macroambiente podrian afectar otras funciones de la proteina en el endotelio. Dichas variables
se deben considerar para la obtencién células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)
y su uso en el estudio de las enfermedades cardiovasculares. En este estudio se postulé buscar
si existe asociacion entre los genotipos 1883M y R230C del gen ABCA1 obtenidos de HUVEC, con
mayor riesgo de desarrollar infeccién de vias urinarias y cervicovaginitis en las madres durante
el embarazo.

Se obtuvieron los datos demograficos, clinicos y los cordones umbilicales utilizando un
cuestionario estandarizado. Se realizé la extraccién de las HUVEC por método de digestion
enzimatica. A partir del cultivo primario, se extrajo el DNA y se llevé a cabo la genotipificacion
de las variantes I883M y R230C por la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real. Para el andlisis estadistico se utilizé el programa SPSS v22.

El 85% de los padres son originarios de estados del centro del pais, el 7% son originarios
del sureste mexicano y el 8% restante son del occidente y noroeste. El 50% de las madres
cursaron con una infeccidn cervicovaginal o en vias urinarias durante el embarazo. La frecuencia
alélica de la variante R230C e I1883M fue de 10% y 24%, respectivamente. La frecuencia de los
alelos 230C y 883M fue mayor en los padres originarios de la Ciudad de México (17% y 26%,
respectivamente) y el resto son del Estado de México, Michoacan, Puebla, Guerrero, Hidalgo,
Guanajuato, Oaxaca, Querétaro, Veracruz y Baja California.

Este es el primer trabajo que describe el panorama clinico y sociodemografico para el
estudio de las variantes R230C e 1883M del gen ABCA1 en el modelo de HUVEC. No se encontré
asociacion entre las variantes R230C e 1883M de ABCA1 vy la presencia de infeccidn de vias
urinarias y cervicovaginitis.



Abstract

Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide. Coronary artery disease
(CAD) is characterized by atherosclerotic plaque formation in the subendothelial space of the
coronary arteries. Endothelial cell dysfunction is an important step in the development of CAD.
Endothelial cells (EC) separate the wall of the arteries from the components of intravascular
flow and regulates vascular homeostasis. CAD is considered a complex disease since it is the
result of the interaction of multiple genes and environmental factors. The ABCA1 gene is
expressed in the endothelium. ABCA1 protein regulates the efflux of cholesterol and participates
of high-density lipoproteins (HDL) particle formation. ABCA1 has more than 5,000 variants,
R230C variant is associated with low concentrations of HDL cholesterol (HDL-C) in plasma, and
paradoxically, with a lower risk of CAD in Mexican mestizo population. Although, I1883M variant
is associated with a higher risk of CAD in different populations, and its association with low levels
of HDL-C is not consistent. ABCA1 has pleiotropic role and some studies have shown that ABCA1
helps maintain nutrient distribution during pregnancy, playing an important role during fetal
development. Many in vitro studies have focused on the effect of ABCA1 gene variants on
macrophages. Variants of this gene and its interaction with the micro and macro environment
could affect other functions of the protein in the endothelium. These variables must be
considered to obtain human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) culture and its use in the
study of cardiovascular disease. This study postulated an association between the 1883M and
R230C genotypes of the ABCA1 gene obtained from HUVEC, with a higher risk of developing
urinary tract infection and cervicovaginitis in mothers during pregnancy.

Demographic information, clinical characteristics and umbilical cord were collected with
standardized questionnaire. HUVEC extraction was performed by enzymatic digestion. Genomic
DNA was extracted from primary HUVEC culture, and these variants (I883M and R230C) were
genotyped by real-time PCR. Statistical analyses were performed using the SPSS 22.

85% of the parents are from states in the center of the country, 7% are from the Mexican
southeast and the other 8% are from the west and northwest. The 50% of the mothers had a
cervicovaginal or urinary tract infection during pregnancy. The allele frequency of the R230C
and 1883M variants were 10% and 24%, respectively. The frequency of the 230C and 883M
alleles was higher in parents from Mexico City (17% and 26%, respectively) and the rest are from
the State of Mexico, Michoacan, Puebla, Guerrero, Hidalgo, Guanajuato, Oaxaca, Querétaro,
Veracruz, and Baja California.

Our work is the first that describes the clinical and sociodemographic panorama for the
study of the R230C and 1883M variants of the ABCA1 gene in the HUVEC model. There was not
association between the R230C and 1883M variants of ABCA1 and the presence of urinary tract
infection and cervicovaginitis.



1. INTRODUCCION

1.1. ABCA1 (ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 1)

El genoma humano codifica para 48 transportadores de la superfamilia del casete de
unién a ATP (ABC), que se clasifican en siete subfamilias, con base en la similitud de su secuencia
de aminodcidos, denominadas ABCA a ABCG (1, 2, 3). Los transportadores ABC son un modelo
de estudio atractivo para la evolucion porque desempefian diversas funciones en todos los
organismos vivos, desde bacterias hasta humanos (4). Ademads, su expresién es mayor en
drganos con altas tasas metabdlicas y en tejidos endoteliales que aislan ciertos érganos del resto
del cuerpo como la barrera hematoencefalica, la barrera placentaria y el endotelio venoso (5-
7). Las proteinas ABC transportadoras de lipidos han jugado un papel importante en la evolucién
de los vertebrados. Solo los vertebrados pueden sintetizar colesterol, uno de los componentes
lipidicos de la membrana plasmatica (MP) (4).

Se han identificado 12 miembros de la subfamilia A, que se dividen en dos subgrupos con
base en su ubicacidon cromosémica y su analisis filogenético (8). Un subgrupo esta formado por
cinco genes: ABCA5, A6 A8, A9 y A10, que se encuentran en el cromosoma 17, mientras que el
otro incluye a los miembros ABCA1, A2, A3, A4, A7, A12 y A13, que se localizan en seis
cromosomas diferentes (8). Los miembros de la familia ABCA, se caracterizan por la presencia
de dominios extracelulares; la estructura y el tamafio de sus dominios esta relacionada con su
funciéon (2). Ademas, aprovechan la energia de la hidrolisis del ATP para promover el
reordenamiento de los componentes de la MP, como fosfolipidos y colesterol (2). Uno de los
miembros de la superfamilia ABCA, es ABCAL.

La transcripcion del gen ABCA1 esta regulada por receptores de hormonas nucleares,
receptores de oxiesterol y receptores de acidos biliares (9). ABCA1 se identificod por primera vez
en macréfagos murinos (10), y se confirmd su expresiéon en diferentes células humanas (2).
ABCA1 es una proteina pleiotrépica (11) y su distribucion tisular es ubicua (Figura 1) (1, 11). Una
de sus funciones es su actividad de flopasa, la cual permite la traslocacién de fosfatidilcolina,
fosfatidilserina y esfingomielina, de la capa interna a la capa externa de la MP, pero su principal
funcién es mantener el gradiente de concentracién del colesterol entre ambas capas de la MP.
Estos mecanismos tienen la finalidad de mantener una concentracién baja de colesterol en la
capa interna de la MP (4).
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Figura 1. Funciones de ABCAL. El transportador de casete de unién a ATP A1 (ABCA1) se expresa
en diferentes tipos de células y se asocia a distintas enfermedades. ABCAl1 se expresa
ampliamente y participa en una amplia gama de procesos fisioldgicos y patoldgicos. ApoE:
apolipoproteina E; HDL: lipoproteinas de alta densidad; apoAl: apolipoproteina Al (11).

El colesterol circula en el cuerpo como lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL), las cuales son complejos esféricos de apolipoproteinas y
lipidos (4). La capacidad de salida del colesterol es una medida de funcionalidad de las HDL y
estd inversamente asociada con la probabilidad de desarrollar enfermedad arterial coronaria
(EAC) (1). La EAC se ubica en el grupo de las enfermedades cardiovasculares (ECV), las cuales
siguen siendo la principal causa de muerte en México (12) y en el mundo (13, 14). Las ECV
incluyen todas las enfermedades que involucran el corazén y los vasos sanguineos;
independientemente de su patogenia, la gran mayoria de las ECV son causadas por la
enfermedad vascular aterosclerética o sus complicaciones (7). La aterosclerosis es una
enfermedad inmunoinflamatoria crénica de la pared vascular, que se caracteriza por la
acumulacién de LDL en el espacio subendotelial (15, 16). La formacién de la placa de ateroma
es un proceso dindmico, ya que depende de multiples factores como el estilo de vida, la genética
y las terapias farmacoldgicas (17).

Probablemente ABCA1l es el miembro mas estudiado en la patogénesis de Ia
aterosclerosis, ya que es crucial para la formacién de HDL (1, 7). Por lo tanto, las anomalias en
la expresion de ABCA1 podrian disminuir significativamente los niveles séricos de colesterol
asociado a HDL (C-HDL), mejor conocido como colesterol bueno (7, 14). Ademas de su papel en



las ECV, durante el embarazo el intercambio de lipidos es esencial para la funcién placentaria 'y
el desarrollo fetal (18). La primera evidencia funcional que relaciona ABCA1 con la homeostasis
del colesterol en la placenta, informé que ratones knockout para ABCA1 desarrollaron
malformaciones en la placenta, restriccidn del crecimiento embrionario, pérdida fetal y muerte
neonatal (19). Finalmente, trabajos recientes sugieren que ABCA1 estd relacionado con otras
funciones celulares como la inflamacidn y la supresion de tumores en neoplasias
mieloproliferativas; sin embargo, estos podrian estar relacionados con el gradiente de
concentracion de colesterol (4).

1.1.1. Gen ABCA1 y sus polimorfismos

Las investigaciones sobre las causas genéticas de las ECV han identificado diferentes
modelos de herencia que hablan de una arquitectura genética compleja (20). Las enfermedades
monogénicas o mendelianas son aquellas que se producen por la alteracién en un solo gen (17,
21). Un ejemplo es la hipercolesterolemia familiar en la que se identificéd una delecién de cinco
mil pares de bases en el gen que codifica para el receptor de LDL, lo que resulta en el incremento
de las concentraciones de LDL en sangre y el desarrollo de EAC a edades tempranas (22). En este
grupo de enfermedades los factores ambientales casi no contribuyen, y su frecuencia en la
poblacion es menor al 1% (17, 21).

Las enfermedades de herencia poligénica o complejas son el resultado de la interaccion
de multiples genes y factores ambientales (21, 23, 24). La secuenciacién del genoma humano
permitié identificar miles de polimorfismos (25, 26). Un polimorfismo se caracteriza por conferir
variabilidad genética a una especie, puede o no generar un cambio en el fenotipo y su frecuencia
en la poblaciéon es mayor al 1% (24, 25). Cuando un polimorfismo afecta a un solo nucledtido se
denomina polimorfismo de un solo nucledtido (SNP por sus siglas eninglés) (21, 27). Los estudios
de asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han identificado numerosos
genes con multiples SNP asociados a las ECV (20, 28-35). La mayoria de los SNP se localizan en
secuencias de DNA que codifican para una proteina (36). Uno de los genes involucrados en el
metabolismo del colesterol (28, 37, 38) es el gen ABCA1 (39-42).

El gen ABCA1 se identificé en 1994 (10), pero fue hasta el afio 2000 que se secuencid por
completo (43). Se localiza en la regién 31.1 del brazo largo del cromosoma 9 (9g31.1), su
longitud es de 149 000 pares de bases (149 kilobases) y tiene 50 exones y 49 intrones (10, 43).
ABCA1 se expresa en casi todos los tejidos del cuerpo, incluido el endotelio (10, 44-46). Su
expresion es mayor cuando se presentan niveles elevados de colesterol celular y se reduce con
su eliminacion; también se ha demostrado que un incremento en la concentracion de LDL y de
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) disminuye su expresion (45, 47-51). Desde hace dos
décadas se identificaron multiples SNP funcionales ubicados en ABCA1 que estdn asociados con
las ECV (14) y afectan el riesgo de desarrollar EAC (40). Con base en estos antecedentes y su
relevancia funcional, es de nuestro interés analizar dos SNP de este gen en poblacién mexicana.



1.1.1.1. Polimorfismo rs2066714 (I883M)

El polimorfismo no sinénimo rs2066714 (también conocido como rs4149313, rs2853570,
rs58387182 o A3044G) se genera por un cambio de nucleétido A>G (una adenina por una
guanina) en el exdn 18 en la posicidon 3044 (52, 53). Este cambio induce la sustitucién de una
isoleucina por una metionina en la posiciéon 883 de la proteina, dando origen a la variante 1883M
(Figura 4B)(54). La presencia de esta variante en células embrionarias de riién humano 293
(HEK-293, por sus siglas en inglés) disminuye el eflujo de colesterol en aproximadamente un
70% (55). Sin embargo, 1883M no se asocia de manera consistente con alguna enfermedad
cardiometabdlica en todas las poblaciones estudiadas (53, 54, 56-71). A la fecha, solo se han
publicado dos estudios que reportan una asociacion entre I883M vy las concentraciones de
lipidos en plasma de pacientes con infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana que
recibieron terapia antirretroviral (72,73).

Segun la base de datos Ensembl, la frecuencia alélica de esta variante es del 36% en la
poblacion en general y del 22% en poblacidn americana. Esta poblacidn incluye un subgrupo de
mexicanos que radica en Los Angeles, California (74), en los cuales la frecuencia de este SNP es
del 24%. Hasta la fecha, no se ha realizado ningun estudio en México donde se calcule la
frecuencia alélica de este SNP y su asociacidn con mecanismos relacionados a enfermedades
cardiometabdlicas y/o infecciosas.

1.1.1.2. Polimorfismo rs9282541 (R230C)

Otro polimorfismo no sinénimo es rs9282541 (también conocido como rs52801810 o
R170C) y se genera por un cambio de nucledtido C>T (una citosina por una timina) en la posiciéon
1001 (56, 75). Este cambio produce la sustitucion de una arginina por una cisteina en la posicion
230 de la proteina, dando origen a la variante R230C (Figura 4B) (75, 76). Este polimorfismo es
casi exclusivo de poblaciones amerindias y sus derivados, entre ellos la poblacién mexicana
mestiza (77-81). Su frecuencia alélica es del 12% y en un modelo in vitro se demostrd que esta
variante disminuye el eflujo de colesterol en un 27% (79). Ademas, en algunos estudios se asocia
a factores de riesgo cardiovascular como obesidad (80, 82), diabetes mellitus tipo 2 (83, 84) y
bajas concentraciones de C-HDL (79, 80, 85); sin embargo, esta variante también se asocia con
un menor riesgo de desarrollar EAC prematura (85). Esta paradoja se podria deber a que la
proteina para la que codifica este gen tiene multiples funciones (11). Finalmente, no se ha
evaluado la asociacién entre R230C y procesos inflamatorios y/o infecciosos.

1.1.2. Proteina ABCA1 y sus funciones

El gen ABCA1 codifica para una proteina del mismo nombre. ABCA1 es un transportador
gue pertenece a la superfamilia de proteinas integrales de membrana ABC; inicialmente se
denomind ABC1, pero afios después se reclasificd en subfamilias y se convirtiéo en miembro de
la familia A recibiendo el nombre de ABCA1 (1, 86). Los componentes principales de los
transportadores ABC comprenden cuatro dominios; dos dominios transmembranales (TMD, por



sus siglas en inglés) y dos dominios de unién a nucledtidos (NBD, por sus siglas en inglés) (Figura
4A). Ademds, ABCA1 contiene dos dominios extracelulares que estan glicosilados y algunos
contienen enlaces disulfuro; estos dominios permiten la interaccidn proteina-proteina (Figura
4B)(1). Por lo tanto, ABCA1 estd formada por 2261 residuos de aminodacidos que permiten el
transporte de una amplia variedad de moléculas incluidas proteinas, lipidos y carbohidratos (1,
11, 87).
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Figura 2. Representacion esquematica del transportador ABCA1l. A. Representacién de la
estructura general de los transportadores ABC. Dichos transportadores tienen dos dominios
transmembranales (TMD) y dos dominios de unién a nucledtidos (NBD) intracelulares, los cuales
estan conservados y se les puede unir una molécula de adenosin trifosfato (ATP). B. Diagrama
esquematico de la proteina ABCA1. Cada dominio transmembranal del transportador ABCA1
comprende seis hélices y un NBD; ademas, incluye dos motivos peptidicos conocidos como
Walker A y Walker B. ABCA1 tiene un grupo amino y un grupo carboxilo terminal orientados
hacia el citosol y dos grandes asas extracelulares que estan glicosiladas y unidas por un enlace
disulfuro. En el panel B se muestra la ubicacidn de las variantes R230C (rs9282541) e 1883M
(rs2066714); R230C se localiza en la primera asa extracelular, mientras que 1883M se localiza
intracelularmente, cerca del motivo Walker A (1, 76).

El efecto protector de ABCA1 en el desarrollo de la aterosclerosis se atribuye a su
participacién en la etapa inicial del transporte reverso del colesterol (TRC), mecanismo por el
cual el exceso de colesterol regresa al higado para su eliminacién por la bilis (7). En este proceso
ABCA1 promueve la salida de colesterol y fosfolipidos de las células periféricas hacia la
apoproteina Al (apoA1l), el principal componente proteico de las HDL (1, 7).

Ademas de su participacion en el TRC, diversos grupos de investigacion han demostrado
gque ABCA1 tiene diferentes funciones en el endotelio vascular (88-92). Estudios in vitro
identificaron que esta proteina modula la unidn, la internalizacion y la transcitosis de ApoAl a
través de las CE (88, 89). De igual forma, estudios in vitro e in vivo probaron que ABCA1 ayuda a
mantener la produccion de éxido nitrico y suprime la inflamacién endotelial (90-93).



1.2. Endotelio

El endotelio es una monocapa de CE que recubre la superficie interna de los vasos
sanguineos. Un humano adulto tiene aproximadamente 10 billones de CE, que constituyen cerca
del 1.5% de masa corporal total (94). Desde su descripcidon por Virchow en 1856 y durante casi
100 aiios, se considerd al endotelio una simple barrera que delimita la pared del vaso (95-97). A
partir de la década de los 70, numerosas investigaciones demostraron que el endotelio tiene un
papel importante en el sistema cardiovascular, ya que participa regulando el tono vascular, la
coagulacion, el intercambio de liquidos y solutos, la hemostasia, la respuesta inflamatoria y la
angiogénesis, entre otras (98-103).

Las CE tienen heterogeneidad a nivel morfoldgico y funcional. Las CE que recubren las
arterias suelen ser planas y miden 0.2 um de ancho y hasta 0.3 um de alto en el nicleo (96). Una
caracteristica citosélica de las CE es la presencia de cuerpos de Weibel-Palade y vesiculas
pinociticas que son capaces de almacenar y transportar moléculas biolégicamente activas (104).
Algunas proteinas transmembranales y citosdlicas forman uniones intercelulares, como
claudinas, ocludinas y cadherina endotelial vascular (VE-cadherina) (Figura 3); ademas,
confieren permeabilidad selectiva al endotelio (96, 105). Sin embargo, este fenotipo se puede
alterar en presencia del microambiente al que esté expuesto.
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Figura 3. Células endoteliales. El endotelio es una barrera semipermeable que impide el paso
de células y moléculas grandes al espacio subendotelial. La permeabilidad selectiva esta
condicionada por tres complejos de unién que conectan a las CE adyacentes. Las uniones
estrechas estan formadas por ocludinas e integrinas; las uniones adherentes formadas por VE-
cadherina (vascular endothelial cadherin), entre otras y las uniones gap formadas por los
conexones (97, 101).

La disfuncién endotelial se genera cuando existe un desequilibrio en la produccién o
biodisponibilidad del dxido nitrico, generando un endotelio proinflamatorio y protrombético. La
inflamacién se puede inducir por diferentes factores como hipertension arterial, diabetes e



infecciones, favoreciendo un aumento en la produccidon de interleucina-1 beta (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6) y TNF-a (106). En general, las EC son resistentes a la acumulacion excesiva
de colesterol (107). Por lo tanto, existe un mayor interés en la busqueda de nuevos
biomarcadores y la caracterizacion de los mecanismos moleculares responsables de la salida de
colesterol de las CE.

1.3.  El papel de ABCA1 durante procesos patolégicos durante el embarazo

Durante los ultimos afios, se ha evaluado la funciéon de ABCA1 durante la inflamacién. A
nivel celular, ABCA1 es la proteina mas abundante en las células inflamatorias (14). En este
contexto, animales con deficiencia de ABCA1, depositan complejos inmunitarios en muchos
tejidos (19) y diferentes modelos de estudio en animales y humanos, reportan que la deficiencia
de ABCA1 estd relacionada con una mayor produccion de citocinas y proteinas inflamatorias
(108-110). Varios autores sugieren que las propiedades antiinflamatorias de ABCA1l estan
relacionadas con su capacidad para modular los niveles de colesterol en la MP y su distribucidon
en las balsas lipidicas (111, 112). Sin embargo, otros autores han demostrado que ABCA1l
suprime la inflamacién participando en diferentes vias de sefializacién como Janus quinasa 2
(JAK2) (113-116). La interaccién de ApoAl con células que expresan ABCA1, activa la via de
sefializacion JAK2, mejorando la interaccién entre ambas moléculas para llevar a cabo la
eliminacion de lipidos (113). Tang y colaboradores utilizaron macréfagos de raton vy
demostraron que la interaccion ABCA1l/apoAl activa al factor de transcripcion STATS3,
suprimiendo la produccidn de citocinas inflamatorias como TNF-q, IL-13 e IL-6, ante un proceso
inflamatorio inducido por una endotoxina, y es independiente de su funcién en el transporte de
lipidos (114). Ademas, existe evidencia que ABCA1 suprime la sefializacion inflamatoria a través
de los receptores tipo Toll (TLR) (117). Los TLR estan involucrados en la patogénesis de varias
enfermedades inflamatorias no infecciosas como la EACy la preeclampsia (caracterizada por un
aumento en la presién arterial durante el embarazo); pero, también se han relacionado con la
defensa antimicrobiana del cuerpo (118, 119). En este contexto, se ha demostrado que
infecciones bacterianas y virales disminuyen la expresion de ABCA1 afectando el TRC (11, 118).
Durante el embarazo se presentan cambios metabdlicos, endocrinoldgicos e inmunoldgicos que
incrementan el riesgo de contraer infecciones en el tracto genital en comparacién con la
poblacién en general (120).

Bacelis y colaboradores realizaron un GWAS en mujeres embarazadas donde
identificaron 32 genes involucrados en procesos de inflamacion e infeccién, que podrian alterar
la duracion del embarazo; uno de ellos fue el gen ABCA1 (121). Durante el embarazo, la proteina
ABCA1 se expresa principalmente en células del sincitiotrofoblasto y CE de la barrera placentaria
manteniendo la homeostasis del colesterol en la interfaz materno-fetal (107, 122).
Curiosamente, la expresién de ABCA1 fue dos veces mayor en las placentas de embarazos a
término en comparacién con las placentas del primer trimestre del embarazo (123). La expresion
de ABCAL1 en la placenta se altera durante procesos patolégicos. En este contexto, Cheng-Mao
y colaboradores identificaron que la expresion anormal de ABCA1l en la placenta altera la
respuesta inmune y favorece la secrecidn de citocinas proinflamatorias, aumentando el riesgo



de parto pretérmino (124). Adicionalmente, se ha reportado que la expresion de ABCA1 en suero
(125, 126), asi como en tejidos placentarios (93, 125) cambia en mujeres embarazadas con
preeclampsia y con diagndstico de alguna infeccién durante el embarazo como la malaria (127).
En un modelo murino de infeccién por malaria durante el embarazo, la expresion de ABCA1
aumentd en las CE del saco vitelino. Este evento puede ser el resultado de un mecanismo
compensatorio para mantener la homeostasis del colesterol y favorecer el desarrollo y la
supervivencia del feto (127). Por lo tanto, ABCA1l puede tener un doble papel, a veces
favoreciendo la infeccion y a veces concediendo proteccion (11). Se requiere mas investigacion
para dilucidar como ABCA1 y la homeostasis del colesterol estan involucradas en las infecciones.
Ademas, en la actualidad, existe poca evidencia del papel que tienen los polimorfismos del gen
ABCA1 durante procesos infecciosos y patologias cardiovasculares durante el embarazo.

10



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ECV representan un problema de salud publica a nivel mundial; una de sus
complicaciones es el infarto del miocardio, que es la principal causa de mortalidad en nuestro
pais y el mundo. Un evento que precede a la isquemia del miocardio es la aterosclerosis.

En la actualidad existen diferentes factores de riesgo asociados al desarrollo de la
aterosclerosis; uno de ellos son las variantes del gen ABCA1. En este contexto, las variantes
I883M y R230C de dicho gen se han asociado con cambios en la concentracion de C-HDL y el
riesgo de desarrollar EAC. Por una parte, 1883M se asocia con mayor riesgo de desarrollar EAC
en algunas poblaciones, pero no se asocia de manera consistente con las concentraciones de
lipidos en sangre; mientras que R230C se asocia con bajas concentraciones de C-HDL, pero
paraddjicamente también se asocia con menor riesgo de desarrollar EAC prematura.

La mayoria de los estudios in vitro se han enfocado en el efecto de las variantes del gen
ABCA1 en macréfagos debido a la funcidn de su proteina en el TRC, y por ende en la prevencion
del desarrollo de la aterosclerosis. Sin embargo, debido a que las variantes R230C e 1883 M
tienen un efecto funcional sobre la proteina, afectando el eflujo de colesterol, existe la
posibilidad de afectar otras funciones en otros tejidos como el endotelio. Ademas, en diferentes
modelos de estudio se ha demostrado que la expresion de ABCA1 se modifica durante un
proceso infeccioso.

Por lo descrito anteriormente, es importante identificar la presencia de las variantes
R230C e 1883M en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) y evaluar si existe
alguna asociacién con el desarrollo de infecciones en el tracto genital durante el embarazo.
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Las variantes 1883M y R230C del gen ABCA1 presentes en las HUVEC, se asocian con mayor

3. HIPOTESIS

riesgo de desarrollar infeccidn de vias urinarias y cervicovaginitis durante el embarazo.

4. OBIJETIVOS

Objetivo general

Estimar la frecuencia de las variantes R230C e I1883M del gen ABCA1 en las HUVEC y evaluar su
asociacién con las caracteristicas clinicas y demograficas de las madres y los recién nacidos.

Objetivos especificos

Obtener las variables clinicas y demograficas de las embarazadas y los recién nacidos
donantes de los cordones umbilicales obtenidos en el Hospital General de Tldhuac.
Realizar el aislamiento de las HUVEC.

Llevar a cabo la extraccion del DNA de las HUVEC.

Realizar la genotipificacién de las variantes R230C e I1883M de ABCA1 a partir del DNA de
las HUVEC.

Determinar la asociacion entre las variables demograficas y clinicas de las madres y los
recién nacidos con la frecuencia de las variantes 1883M y R230C del gen ABCA1.
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5. METODOLOGIA

5.1.  Poblacién de estudio y obtenciéon de muestras

Para calcular el tamafio de la muestra se usé el software estadistico QUANTO®, con el
cual se determind que para la variante R230C (frecuencia alélica 0.11), bajo un modelo
dominante se necesitan 93 muestras y para la variante 1883M (frecuencia alélica de 0.224 en
Mexico-americanos del Hapmap), bajo un modelo aditivo se necesitan 37 muestras. En ambos
modelos el calculo se realizé considerando un poder estadistico de 0.80. Por lo tanto, se planted
la colecta de 100 muestras para el analisis de ambas variantes.

En total se colectaron 80 cordones umbilicales en el Hospital General de Tlahuac “Dra.
Matilde Montoya Lafragua” de los cuales se obtuvieron las HUVEC; sin embargo, solo 61 fueron
viables, por lo que fue necesario ajustar el tamafio de la muestra a 61 cultivos. Las caracteristicas
clinicas de los recién nacidos y de la madre se obtuvieron del expediente clinico.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes: cordones umbilicales de recién nacidos a
término (37 a 41 semanas de gestacién) aparentemente sanos, que nacieron por parto o
cesdrea, cuyas madres eran mayores de 18 afios que cursaron con un embarazo normal y
otorgaron su consentimiento por escrito para la donacién. El consentimiento informado fue
previamente aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN). Los criterios de exclusién fueron los siguientes: mujeres que cursaron con una
enfermedad durante el embarazo como diabetes gestacional o preeclampsia, o bien con
antecedentes de enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, tiroideas e infecciosas como
hepatitis o infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana y/o que no firmaron el
consentimiento informado.

5.2.  Aislamiento y cultivo de HUVEC

Los cordones umbilicales se procesaron dentro de las primeras 24 horas después de su
obtencién. Se identificé y canalizd la vena umbilical con ayuda de una pipeta Pasteur estéril y
un conector metdlico en cada extremo del corddn. Para eliminar el exceso de sangre se lavé con
una solucién de Acido 4-(-2-hidroxietil) 1-piperazinetanosulfénico (HEPES) 1X con un pH de 7.4.
Después de lavar la vena umbilical, se disgregé el endotelio vascular con una soluciéon de HEPES
1X y colagenasa tipo Il al 2%. La solucién en el interior de la vena se incubd por 20 minutos a
37°C. Al concluir la incubacion, se dio un ligero masaje al cordén para despegar las CE de la
[dmina basal. La colagenasa se inactivé con medio M199 (Sigma-Aldrich, USA) suplementado
con glutamina al 1%, 0.1 mg/ml de heparina, suero fetal bovino Biowest al 10% y una dilucién al
1% de la preparacion comercial de estreptomicina (100 U/ml), penicilina (100 U/ml) y
anfotericina B (10 pg/ml). Se colecté la mezcla obtenida y se centrifugd a 900 rpm durante 6
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minutos para obtener las CE. El botdn celular obtenido se suspendié en medio M199
suplementado con glutamina al 1%, 0.1 mg/ml de heparina, 0.1 mg/ml de factor de crecimiento
endotelial, suero fetal bovino Hyclone al 20% y una dilucién al 1% de la preparacion comercial
de estreptomicina (100 U/ml), penicilina (100 U/ml) y anfotericina B (10 pug/ml). Los cultivos de
HUVEC se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de CO; al 5% con una humedad del 95% hasta
obtener una confluencia del 80 al 100%. Todos los experimentos se llevaron a cabo en
condiciones estériles y de normoxia (~20% de O>).

Se aislé aproximadamente 1 millon de HUVEC en el pase 1 para la extracciéon de DNA.
Después de su obtencién, se congelaron a -80°C de tres a ocho viales con un millén de HUVEC
de cada cultivo entre los pases 1y 3 hasta su uso.

5.3.  Extraccidon de ADN de HUVEC

Se extrajo el DNA de las HUVEC a partir del cultivo primario usando el kit Gentra
Puregene® para su posterior genotipificacién.

5.4.  Genotipificacién de las variantes 1883M y R230C de ABCA1

Se llevd a cabo la genotipificacion de las variantes 1883M (rs2066714) y R230C
(rs9282541) del gen ABCA1 por reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real,
usando sondas TagMan. Para la variante 1883M se usé la sonda
GAGGTCAACAGCACTTACTTTCTGA[C/T]ATTCTCTTCTGGTTGGAACCAGGGT y para R230Cse usd la
sonda GGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAAC[A/G]AAGTACTCGCTCTGCTGCAGCCAGT, un
termociclador LightCycler 480 (ROCHE) y diluciones a 10 ng/ul de DNA gendmico. Se utilizaron
tres controles positivos para cada una de las variantes analizadas (uno por cada genotipo), y tres
controles negativos.

5.5.  Andlisis estadistico

Se obtuvo el nimero de padres provenientes de cada estado de la Republica mexicana
por conteo directo; para variables discretas y continuas se obtuvo la media con desviacién
estdndar con rangos segun la distribucion de cada variable; para las variables cualitativas se
calculé la frecuencia y los porcentajes. Las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes
analizadas se obtuvieron por conteo directo; para evaluar el equilibrio genético en la poblacion
de estudio, se utilizé el principio de Hardy-Weinberg usando el método de chi cuadrada. Se
evalud la distribucién de las variables usando la prueba Kolmogorov-Smirnov; para el analisis de
asociacién se realizé una regresion logistica binaria para variables categdricas con un intervalo
de confianza del 95% y una prueba de Chi cuadrada o prueba exacta de Fisher para variables
categdricas, considerando un valor de P<0.05 como estadisticamente significativo. Se usé el
programa estadistico SPSS version 22.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de las embarazadas y los recién nacidos
donantes de los cordones umbilicales

En total se obtuvieron 61 cordones umbilicales de los cuales se extrajeron las HUVEC. En la
tabla 1 se muestran los estados de origen de ambos padres (n= 122) que aceptaron la donacién
del cordén umbilical. El 67% de los padres son originarios de la Ciudad de México, siendo en su
mayoria mujeres (72%); el 18% son originarios de otros estados del centro del pais como: Estado
de México, Querétaro, Guerrero, Hidalgo y Puebla; el 7% son originarios de estados que
pertenecen al sureste mexicano (Chiapas, Oaxaca y Veracruz); y el 8% restante son originarios
de estados del occidente y noroeste del pais.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los padres

Estado de origen de los padres Madres Padres Total
n=61 (%) n=61 (%) n=122 (%)

Baja California 1(2%) 0 1(1%)
Ciudad de México 44 (72%) 39 (65%) 83 (67%)
Chiapas 0 1(2%) 1(1%)
Estado de México  4(6%) 4 (6%) 8 (7%)
Guerrero 2 (3%) 3 (5%) 5(4%)
Guanajuato \ 1(2%) 0 1(1%)
Hidalgo 0 2 (3%) 2 (2%)
Michoacan  4(6%) 3 (5%) 7 (6%)
Oaxaca 1(2%) 1(2%) 2 (2%)
Querétaro \ 1(2%) 0 1(1%)
Puebla 1(2%) 4 (6%) 5 (4%)
Veracruz 2 (3%) 4 (6%) 6 (4%)
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En la tabla 2, se observa que la edad promedio de las madres fue de 24 afios. Ademas, el
67% de las donadoras tenian el antecedente de mas de un embarazo. El 22% y el 31% de las
pacientes consumié bebidas alcohdlicas o fumdé durante las primeras semanas de gestaciéon
(SDG). La mitad de las gestantes donadoras cursaron con alguna infeccidn en genitales o en vias
urinarias durante su embarazo. En cuanto a las caracteristicas clinicas del recién nacido, todos
fueron producto de un embarazo uUnico, a término (38.9 SDG) con adecuado peso y talla al nacer.
La principal via de resolucion del embarazo fue el parto (62%) y el sexo predominante entre los
recién nacidos fue el femenino (59%).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las madres y los recién nacidos

Antecedentes de la madre
Edad materna (X £ SD) 24.4+5.9
Nuamero de embarazo
Primigesta 20 (33%)
Multigesta 41 (67%)
Tabaquismo 14 (22%)
Alcoholismo social 19 (31%)
Cervicovaginitis 30 (49%)
Infeccion de vias urinarias 36 (59%)
Caracteristicas clinicas del recién nacido
Semanas de gestacion (X + SD) 38.9+1.1
Via de nacimiento
Parto 38 (62%)
Cesarea 23 (38%)
Sexo
Femenino 36 (59%)
Masculino 25 (41%)
Peso (g X + SD) 3130.9 +387.6
Talla (cm X +SD) 49.88+1.4

X: promedio; SD: desviacién estandar
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6.2.  Genotipificacion de la variante R230C

Se determiné el genotipo de 61 cultivos mediante PCR en tiempo real, usando sondas
TagMan. Se colocé un control positivo para cada genotipo: homocigotos C230C (en verde) y
R230R (en azul), de igual forma se colocé un control positivo para el heterocigoto R230C (en
rojo) y tres controles negativos (sin DNA) en gris (Figura 5). El andlisis de discriminacién alélica
reveld que 49 muestras fueron homocigotos para el alelo comun (RR), 12 muestras fueron
heterocigotos (RC), y no se obtuvo ninguna muestra homocigota (CC), obteniendo una
frecuencia alélica para el alelo raro (T; 230C) de 10%. Esta variante se encontré en equilibrio de
Hardy-Weinberg (P=0.482).
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Figura 4. Genotipificacion de la variante R230C del gen ABCA1. La sonda complementaria al
alelo T (230C) estd marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se grafica en el eje de las
Y. La sonda complementaria al alelo C (R230) estd marcada con el fluoréforo FAM, cuya
fluorescencia se grafica en el eje de las X. Cada tridngulo representa una muestra; los
homocigotos R230R (RR) de color azul (fluorescencia FAM), los homocigotos C230C (CC) de color
verde (fluorescencia VIC) y los heterocigotos R230C (RC) que emiten ambos tipos de
fluorescencia son de color rojo. Los circulos de color gris representan los controles negativos.
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6.3.  Genotipificacion de la variante 1883M

Se analizo el genotipo de 61 cultivos celulares (Figura 6). El analisis de discriminacidn alélica
para esta variante mostré que 36 muestras fueron homocigotos para el alelo comun (lIl), 22
muestras fueron heterocigotos (IM) y 3 muestras fueron homocigotos (MM), obteniendo asi una
frecuencia alélica para el alelo raro (G; 883M) de 24%. Esta variante también se encontrd en
equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0.516).
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Figura 5. Genotipificacion de la variante 1883M del gen ABCA1. La sonda complementaria al
alelo G (883M) estd marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se grafica en el eje de las
Y. La sonda complementaria al alelo A (I1883) esta marcada con el fluoréforo FAM, cuya
fluorescencia se grafica en el eje de las X. Cada tridangulo representa una muestra; los
homocigotos 1883l (II) se marcan de color azul (fluorescencia FAM), los homocigotos M883M
(MM) de color verde (fluorescencia VIC) y los heterocigotos I883M (IM), que emiten ambos tipos
de fluorescencia, son de color rojo. Los circulos de color gris representan los controles negativos.

18



6.4. Frecuencia de los alelos 230C y 883M en las HUVEC por estado

El 14% de los padres de los recién nacidos portadores del alelo raro 230C son originarios
de la Ciudad de México y el resto son de otros estados del centro, sureste y noreste del pais
(Tabla 3). La frecuencia del alelo 883M (Tabla 4) se encuentra concentrada en la Ciudad de
México (26%), Michoacan (4%), Estado de México (4%) y Puebla (4%), y en menor proporcion
en los estados de Guerrero (2%), Hidalgo (2%), Guanajuato (1%), Oaxaca (1%) y Veracruz (1%).

Tabla 3. Frecuencia del alelo 230C en HUVEC por el estado de origen de los padres

Estado de origen de los padres | n=122 (%)
Ciudad de México 17 (14%)
Estado de México 4 (3%)
Oaxaca 1(1%)
Querétaro 1{1%)
Baja California 1{1%)

Tabla 4. Frecuencia del alelo 883M en HUVEC por el estado de origen de los padres

Estado de origen de los padres | n=122 (%)
Ciudad de México 32 (26%)
Michoacan 5 (4%)
Estado de México 4 (3%)
Puebla 4 (3%)
Guerrero 2 (2%)
Hidalgo 2 (2%)
Guanajuato 1(1%)
Daxaca 1(1%)
Veracruz 1(1%)
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6.5.  Frecuencia de los genotipos en los recién nacidos por sexo

Se analizaron las 61 muestras obtenidas; para la variante R230C, el 80% de los recién
nacidos son portadores del genotipo homocigoto para el alelo comun (RR) (Tabla 5), de los
cuales el 46% pertenecen al sexo femenino y el 34% al masculino; mientras que para el genotipo
heterocigoto (RC) se reportd un 20% (Tabla 5), predominando en el sexo femenino con un 14%
(Gréfica 1). Por otra parte, para la variante 1883M, el 59% de los recién nacidos son portadores
del genotipo homocigoto para el alelo comun (ll) (Tabla 5), siendo mdas frecuente en el sexo
femenino con un 38% (Grafica 2). El genotipo heterocigoto (31%) (Tabla 5) también predominé
en el sexo femenino con un 18% (Grafica 2); sin embargo, el genotipo homocigoto para el alelo

raro solo se presentd en los recién nacidos del sexo masculino (5%) (Grafica 2).

Tabla 5. Frecuencia de los genotipos en los recién nacidos

Genotipo R230C Genotipo I1883M

RR RC Il

IM MM

49 (80%) | 12 (20%) | 36 (59%)

22 (31%) 3 (5%)

Total: 61 (100%) Total: 61 (100%)

Homocigoto para el alelo comun R230R (RR); heterocigoto R230C (RC); homocigoto
para el alelo comun 1883l (Il); heterocigoto 1883M (IM); homocigoto para el alelo

raro M883M (MM)

Grafica 1. Frecuencia de los genotipos de R230C por sexo del recién nacido
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NUmero de recién nacidos por sexo, portadores del genotipo homocigoto para el alelo
comun R230R (RR) en color azul y al genotipo heterocigoto R230C (RC) en color verde.
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Gréfica 2. Frecuencia de los genotipos de I1883M por sexo del recién nacido
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Numero de recién nacidos por sexo portadores del genotipo homocigoto para el alelo
comun 1883l (ll) en color azul, a los heterocigotos 1883M (IM) en color verde vy al
genotipo homocigoto para el alelo raro en color café claro (MM).

6.6. Asociacion entre las variantes de ABCA1 y las caracteristicas clinicas de las
embarazadas y los recién nacidos

Se realizdé un andlisis de asociacion de R230C e 1883M vy los parametros clinicos y
antropométricos de las madres y los recién nacidos, utilizando un modelo dominante para
ambas variantes (Tabla 6). Ninguna variable o entidad clinica mostré una asociacion
estadisticamente significativa.

Tabla 6. Asociaciones entre los genotipos y las variables clinicas del recién nacido y de

la madre
. Variante R230C Variante 1883M
Variable
Valor P Valor P
Sexo del recién 0.077* 0.745 -0.0011 1
nacido
OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Infeccion de |4 5 44 . 5.6)% 0.481 0.7 (0.26-2.1)%| 0.594
Vias urinarias
Cervicovaginitis | 1 (0.29 - 3.6)% 0.949 1.6 (0.58 - 4.8)& 0

* Prueba exacta de Fisher; T Prueba x%; & Regresidn logistica binaria; OR:
Odds Ratio; IC: intervalo de confianza; P <0.05 estadisticamente significativa.



Por ultimo, es importante mencionar que, durante el desarrollo de mi proyecto de
maestria, colaboré en la escritura de tres articulos de revision (Anexo 1); dos de estos articulos
se publicaron durante la pandemia.
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7. DISCUSION

7.1. Antecedentesy criterios clinicos para la seleccion de los cordones umbilicales y las
HUVEC como modelo de estudio de la aterosclerosis

La aterosclerosis y sus complicaciones son la primera causa de mortalidad en México y
en el mundo (12, 13). Un evento necesario para la formacién de la placa de ateroma es la pérdida
de la integridad del endotelio (94). El endotelio es una monocapa de CE que recubre el interior
de los vasos sanguineos, incluyendo las arterias y la vena que conforman el cordén umbilical.
Las HUVEC se han reconocido como un modelo util para el estudio de las enfermedades
cardiovasculares, entre ellas la aterosclerosis (128).

Los modelos in vitro son la mejor opcién para estudiar el comportamiento de un tejido
en condiciones especificas y controladas. A partir de 1973 y hasta la fecha, multiples grupos de
investigacion, incluido el nuestro, han utilizado el modelo de HUVEC para evaluar la respuesta
de las CE ante diferentes estimulos proaterogénicos (128). Tras décadas de investigacidn se han
identificado diferentes criterios clinicos de la madre y el recién nacido para seleccionar los
cordones umbilicales y obtener HUVEC viables y aptas para el estudio de las enfermedades
cardiovasculares (128). Por este motivo, es trascendental evaluar las caracteristicas clinicas de
la embarazada y el recién nacido donantes.

De acuerdo con informacién del INEGI (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica) hasta el afio 2020, el 73.5% de la poblacidén mexicana a nivel nacional estaba afiliada
a un servicio de salud. En la Ciudad de México el porcentaje de derechohabientes es similar al
reportado a nivel nacional (72.6%); sin embargo, solo el 35.5% de éstos tienen acceso a los
servicios de salud a través del INSABI (Instituto de Salud para el Bienestar) antes llamado Seguro
Popular (129). Bajo este sistema de salud se encuentra el Hospital General de Tldhuac “Matilde
Montoya Lafragua” (130), lugar donde se realiz6 la colecta de los cordones umbilicales. Ademas,
entre 2015 y 2020 migraron a la Ciudad de México un total de 308,686 personas originarias del
Estado de México, Veracruz, Puebla y Oaxaca (131); esta informacion es similar a la reportada
en nuestro estudio, ya que, aproximadamente el 20% de las embarazadas y sus parejas son
originarios de dichos estados. También se ha documentado que prevalece el origen rural y la
baja escolaridad en los migrantes que llegan a vivir a la Ciudad de México, caracteristicas que
favorecen un nivel socioecondmico bajo (132). Estos datos son consistentes con los encontrados
en nuestro estudio, debido a que las embarazadas atendidas en el Hospital General de Tlahuac
son de bajos recursos.

En este estudio se identificé que una cuarta parte de las embarazadas fumo de manera
activa o pasiva durante su embarazo y/o consumié alguna bebida alcohdlica (22% y 31%,
respectivamente). Estos resultados son similares a los reportados en otros estudios donde se
evalud que el bajo nivel de educacidn por parte de los padres, el desempleo y un embarazo no
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planificado se asocian a una mayor tasa de exposicion al humo de tabaco (133) y al consumo de
alcohol (134) durante el embarazo. Asi mismo, varios estudios en México y en el mundo han
reportado que los embarazos de mujeres entre 20 y 34 afos tienen menor riesgo de desarrollar
complicaciones materno-fetales (135-139); esto es consistente con las caracteristicas clinicas de
las pacientes donadoras y sus recién nacidos que cursaron con un embarazo normal con
productos que llegaron a una edad gestacional de término, con adecuado peso y talla al nacer.
Estas variables clinicas son esenciales para la colecta del cordéon umbilical (128); cabe destacar
gue estas variables formaron parte de los criterios de inclusion para la obtencidn de los cordones
umbilicales en este estudio.

7.2.  Lasvariantes R230C e 1883M del gen ABCA1 y su distribucién en poblacién mexicana

ABCAL1 tiene diferentes funciones y éstas dependen del tejido donde se localice, por lo
tanto, un cambio en su secuencia puede generar un cambio en su funcién y esto, asociado a los
cambios ambientales, nos puede llevar al desarrollo de diferentes enfermedades (11). Diversos
estudios han demostrado que algunas variantes en el gen ABCA1 se asocian con trastornos
cardiometabdlicos como diabetes mellitus, obesidad, dislipidemia y EAC (40, 52, 78, 82, 85).

La variante R230C (rs9282541) es aparentemente exclusiva de nativos americanos, y en
mestizos mexicanos se asocia a bajas concentraciones de C-HDL (79), obesidad (82) y diabetes
mellitus tipo 2 (83, 84). Paraddjicamente, esta variante también se asocia a menor riesgo de
desarrollar EAC prematura (85). La frecuencia alélica de R230C en este estudio fue de 10%, lo
gue concuerda con lo reportado en la base de datos Ensemb/ en un grupo de México-americanos
que radica en Los Angeles California, donde fue de 7% (75), y también concuerda con lo
reportado por Acufia-Alonzo y Huerta-Chagoya [12% y 11%, respectivamente (79, 140)].

Por otra parte, la variante 1883M (rs2066714) se ha identificado en diferentes
poblaciones; sin embargo, no se ha asociado de manera consistente con un parametro lipidico
(52, 54). La frecuencia alélica de 1883M reportada en nuestro modelo de estudio fue de 24%,
este resultado es consistente con la obtenida en nuestro laboratorio en los controles de la
cohorte de Genética de la enfermedad aterosclerosa (GEA) que fue de 23%, y en la base de
datos de 1000 genomas, en un grupo de México-americanos en Los Angeles California, donde
fue de 24% (75).

México ocupa el octavo lugar de los paises con mayor cantidad de pueblos indigenas vy,
hasta el 2015, la poblacion indigena constituia el 10.1% de la poblacién nacional. El 75% de las
y los indigenas se concentran en estados del sur, oriente y sureste de la Republica Mexicana
como Oaxaca, Chiapas, Veracruz, Estado de México, Puebla, Yucatén, Guerrero, Hidalgo y en el
lugar numero doce de la lista estd la Ciudad de México (141,142). Estos datos son muy similares
a los reportados en nuestro estudio, ya que los padres de los recién nacidos donantes de las
HUVEC portadoras del alelo raro 230C (exclusivo de nativos americanos y mestizos mexicanos)
son originarios de la Ciudad de México (14%), Estado de México (4%) y Oaxaca (1%),
principalmente. Por otra parte, hasta el momento no se conoce la distribucién geografica de los
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portadores del alelo 883M; sin embargo, nuestros resultados mostraron que los padres son
originarios principalmente de la Ciudad de México (26%), Michoacan (4%), Estado de México
(3%), Puebla (3%), Guerrero (2%) e Hidalgo (2%). En este sentido, en estudios posteriores se
podria obtener esta informacién y valorar si estos resultados son similares.

De igual forma, se evalud la frecuencia de los genotipos de ambas variantes por sexo, y
se encontré que en la mayoria de ellos predomind el sexo femenino (Grafica 1 y Gréfica 2),
excepto en el homocigoto raro (MM) de la variante 1883M, en el cual todos los portadores
fueron del sexo masculino (5%). Aunque no hay estudios que reporten que la presencia de la
variante 1883M estd asociada al sexo, algunos estudios han reportado que el sexo juega un papel
importante en los portadores de las variantes del gen ABCA1 (70, 144-146). Un ejemplo es el
estudio realizado por Coban y colaboradores, donde identificaron la variante R230K en
poblacién turca y reportaron que las mujeres portadoras del alelo 230K tenian concentraciones
de triglicéridos 10% mas altas que los portadores del sexo masculino (P<0.05); ademas, el
genotipo heterocigoto de esta variante confiri6 de forma independiente mayor riesgo de
cardiopatia coronaria (1.95; 95% IC 1.00-3.80; P<0.05) en las mujeres, pero no en hombres (146).

7.3.  Variantes 1883M y R230C del gen ABCA1 y su asociacién con infecciones durante el
embarazo

Los transportadores ABC, desempefian funciones fisioldgicas importantes durante el
desarrollo embrionario y fetal (18, 107). En diferentes investigaciones se ha demostrado que
estimulos infecciosos determinan un cambio en la expresion y la funciéon de ABCA1 (11). La
infeccion materna altera la expresidn del sistema de transporte ABC asocidandose con mayor
riesgo de restriccidn en el crecimiento intrauterino, trabajo de parto pretérmino y preeclampsia
(147, 148), incluyendo al transportador ABCA1 (128). En este sentido, Martinelli y colaboradores
demostraron que la malaria (infeccidn por Plasmodium falciparum) durante el embarazo genera
un cambio en la expresién de ABCA1 en tejidos embrionarios, alterando la distribucion de
nutrientes, toxinas y factores inmunoldgicos dentro del compartimento fetal (127). Ademas, la
presencia de variantes en el gen ABCA1 se asocia con mayor riesgo de desarrollar alguna
complicacién durante el embarazo (149-151).

Aunque nuestros resultados no reportaron una asociacion significativa entre las
variantes R230C e 1883M y la infeccidn de vias urinarias y cervicovaginitis, no podemos descartar
gue, al aumentar el tamafio de la muestra, estos resultados puedan variar. Ademas, debemos
considerar que los cordones umbilicales obtenidos para este estudio son de recién nacidos
sanos, que cursaron con un embarazo normoevolutivo y no tuvieron complicaciones durante su
nacimiento. Por ese motivo, podriamos hipotetizar que al obtener muestras de recién nacidos
producto de un embarazo pretérmino (antes de las 37 semanas de gestacion), bajo peso al
nacer, restriccion en el crecimiento intrauterino o un recién nacido macrosémico, podriamos
identificar un mayor nimero de homocigotos para el alelo raro de ambas variantes, ya que,
estos antecedentes son un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares
como diabetes mellitus, hipertension arterial, EAC y dislipidemia durante la edad adulta (152,
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153). Ademas, diversos autores han identificado que una expresiéon anormal de ABCA1 en la
placenta puede inducir cambios en el metabolismo de los lipidos y favorecer el desarrollo de
trabajo de parto prematuro y restriccion en el crecimiento intrauterino (149, 150).

Una limitante de nuestro estudio es que las muestras fueron obtenidas en un hospital
publico, donde un gran porcentaje de las y los usuarios son de escasos recursos, y un nimero
considerable de los padres migré de otros estados, principalmente del centro y del sur de
Meéxico, por lo que la muestra no es representativa de todo nuestro pais y estd sesgada. Para
complementar las estimaciones, ademas de aumentar el tamafio de la muestra de estudio, se
debe considerar la obtencién de HUVEC de hospitales publicos y privados en diferentes regiones
del pais. Estos analisis podrian ayudar a identificar grupos con mayor tendencia a desarrollar
enfermedades complejas y explicar mejor como los factores sociales, clinicos y ambientales
pueden producir desigualdades en la salud y plantear nuevas intervenciones de diagndstico y
tratamiento oportuno.
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8. CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo que describe el panorama clinico y sociodemografico para el
estudio de las variantes R230C e I1883M del gen ABCA1 en el modelo de HUVEC. En este estudio
no se encontrd asociacién entre las variantes R230C e 1883M de ABCA1 y la presencia de
infeccién de vias urinarias y cervicovaginitis.

Las variables y entidades clinicas analizadas en este estudio son de vital importancia para
el andlisis de las enfermedades cardiovasculares en etapas tempranas, ya que las variantes
genéticas y su interaccidon con el micro y el macroambiente, pueden modificar la historia natural
de las enfermedades complejas como la EAC.

9. PERSPECTIVAS

e Ampliar el tamafio de la muestra.

e Obtener HUVEC de recién nacidos con alguna patologia, como nacimiento pretérmino,
bajo peso al nacer y retraso en el crecimiento intrauterino para su genotipificacién.

e Obtener HUVEC de recién nacidos sanos y con alguna patologia, provenientes de
hospitales publicos y privados de diferentes regiones del pais para su genotipificacién.

e Estudiar el posible efecto funcional de las variantes R230C e I883M a nivel endotelial,
empleando diferentes estimulos pro y antiaterogénicos en HUVEC de recién nacidos
sanos y en condiciones patoldgicas.
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