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RESUMEN

La variante R230C del gen transportador de colesterol ABCAL ha sido asociada
a niveles bajos de HDL-C, diabetes mellitus, sindrome metabdlico y obesidad,
todos ellos factores de riesgo para la enfermedad arterial coronaria (EAC). La
variante rs5370 del gen endotelina-1 (EDN-1) se asocié a niveles de HDL-C,
hipertension, resistencia a la insulina y a enfermedad arterial coronaria en
diferentes poblaciones. La EAC y su principal complicacion el infarto al
miocardio, es una de las principales causas de muerte en México y en el
mundo. La EAC resulta de aterosclerosis, que es la acumulacién de depdésitos
grasos a lo largo de la capa mas profunda de la arteria coronaria, formando
placas de ateroma que las va estrechando y endureciendo hasta obstruirlas. La
EAC puede presentarse como aterosclerosis subclinica (asintomatica, con
oclusion parcial que no causa falta de oxigeno) o bien como infarto al miocardio
(sintomatica, con oclusién completa y necrosis del miocardio). En este trabajo
se analiz6 la asociacion de los polimorfismos R230C del gen ABCA1 y rs5370
del gen EDN-1 como posibles alelos de susceptibilidad para el desarrollo de la
EAC en poblacién mexicana. Estos polimorfismos se genotipificaron por PCR
tiempo real en 236 pacientes con EAC prematura (casos), y en 356 individuos
aparentemente sanos sin antecedentes heredofamiliares de EAC prematura
(controles). A todos los participantes se les midio indice de calcio coronario por
tomografia, y se extrajo una muestra de sangre periférica para mediciones
bioquimicas y extraccion de DNA en sangre. Entre el grupo de controles se
identificaron a 95 individuos con aterosclerosis subclinica (AS), por lo que se
analizaron como grupo independiente. Se evalué la asociacién de estos
polimorfismos a diversos rasgos cuantitativos utilizando el programa SPSS v15.
Aunque en esta muestra R230C mostrd asociacion al sindrome metabdlico y
menores niveles de HDL-C, a diferencia de lo esperado el alelo C230 fue
menos frecuente en casos (6.3%) que en controles (9.45%) y sujetos con AS
(12.10%), confiriendo proteccion contra eventos isquémicos (EAC vs AS:
OR=0.477, IC95% 0.249-0.913, P=0.025; EAC vs controles: OR=0.584, 1C95%
0.324-1.052, P=0.079). Rs5370 no mostro asociacion a EAC prematura o AS,
pero si a menores niveles de glucosa (P=0.028). En conclusién, la variante

R230C no aumenta el riesgo a desarrollar EAC prematura sintomatica, parece



disminuirlo. Debe estudiarse si se asocia a EAC no prematura, o si protege
contra el infarto al miocardio a través de otro mecanismo. Rs5370 del gen
EDN-1 no parece jugar un papel importante en la susceptibilidad a EAC en
poblacion mexicana, aunque debe analizarse su papel en el desarrollo de otros

rasgos metabdlicos.

10



I. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Arterial Coronaria (EAC)

La enfermedad arterial coronaria (EAC) y su principal complicacién, el infarto al
miocardio, es una de las principales causas de muerte en México y en el
mundo (Lopez et al., 2006), por lo que es fundamental entender sus causas e

identificar personas en riesgo a padecerla.

1.1.1 Definicién

El término Enfermedad Arterial Coronaria abarca una gama de enfermedades
que son resultado de la presencia de placas de ateroma en las arterias
coronarias, lo cual puede eventualmente causar obstruccion de la arteria
causando sintomas por la falta de oxigeno al miocardio. La oclusién puede ser
parcial causando isquemia (angina de pecho), o puede ser permanente
causando necrosis (infarto) del miocardio (Figura 1). 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).
Cuando la placa inestable sufre ruptura, se liberan factores protrombéticos y
vasoconstrictores que aumentan la probabilidad de la oclusidon completa de la
arteria (Ashley, 2004).

Estable Inestable Ruptura
Abundantes  Capa fibrosa  Abundantes Capa Fibrina
células de gruesa macrofagos fibrosa
musculo liso ricos en lipidos fina Leucocitos
Eritrocitos
Plaquetas
Ruptura

Figura 1. Espectro Arterial: Placa estable, placa inestable y ruptura de la placa ateromatosa,

engrosamiento de la pared arterial, ruptura y formacién del trombo (Obtenida de Ashley, 2004).
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1.1.2 Clasificacion de la EAC

La presentacion clinica de la enfermedad arterial coronaria se puede clasificar

como se muestra en la tabla 1 (Ashley, 2004):

Presentacién Evento Vascular

Aterosclerosis Subclinica Aterosclerosis coronaria  asintomatica,
oclusiéon parcial que no causa falta de

oxigeno al miocardio.

Angina estable No hay ruptura de placa, pero la oclusion

es sintomatica o restrictiva estable.

Sindromes Coronarios Agudos Ruptura de placa con oclusion transitoria o
incompleta.
Infarto al Miocardio Ruptura de placa con oclusién completa y

necrosis de tejido.

Tabla 1. Clasificacion de la presentacion clinica de la enfermedad arterial coronaria y su evento
vascular (Obtenida de Ashley, 2004).

1.2 Aterosclerosis

La EAC resulta de aterosclerosis, un proceso particularmente complejo donde
intervienen factores tanto genéticos como ambientales (Assman et al., 2002;
Lloyd-Jones et al., 2004). El proceso de aterosclerosis se caracteriza por la
acumulacién de depodsitos grasos a lo largo de la capa mas profunda de la
arteria coronaria. El colesterol tiende a fijarse en las paredes de las arterias,
formando placas de ateroma, que las va estrechando y endureciendo hasta
obstruirlas, esta afectacién puede ocurrir a lo largo de todo el arbol arterial y

afectar a diversos 6rganos (cerebro, extremidades inferiores, corazon, etc.).

Aunque en las ultimas décadas ha progresado de manera significativa el
conocimiento de su fisiopatologia, queda aun mucho por entender,
particularmente sobre los mecanismos moleculares que explican muchos de los

factores de riesgo establecidos para la aterogénesis (Libby, 2005).
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1.3 Fisiopatologia

La aterogénesis se desarrolla a lo largo de muchos afos, y aunque inicialmente
es asintomatica, la mayoria de las veces provoca episodios clinicos agudos y
graves, los cuales constituyen la primera manifestacion sintomatica de la
enfermedad. La formacién de la lesion ateromatosa esta dada por varios

procesos que se describen a continuacion (Libby, 2005) (Figura 2):

Formacion de la estria grasa. Es la acumulacién localizada de lipoproteinas en
la capa intima arterial. Esta acumulacion se debe a que la capa endotelial de la
intima tiene contacto con la sangre, y la hipercolesterolemia facilita la
acumulacion de particulas LDL acompafiadas de componentes de la matriz
extracelular como los proteoglucanos. El secuestro dentro de la intima separa a
las lipoproteinas de los antioxidantes plasmaticos, lo cual favorece su
modificacion oxidativa y asi desencadenan la respuesta inflamatoria que

provoca la formacion de lesiones.

Reclutamiento de leucocitos. Los monocitos y los linfocitos son los principales
leucocitos hallados en una placa de ateroma. La oxidacion de las LDL estimula
la produccion de moléculas de adhesion que activan los receptores de los
monocitos circulantes, causando su acumulacion en el subendotelio. Una vez
adheridos a la superficie de la célula endotelial arterial establecen su

resistencia en la intima.

Formacion de células espumosas. Una vez dentro de la intima, los fagocitos
mononucleares se transforman en macrofagos. Los macrofagos acumulan en
su interior particulas de lipoproteinas a través de una endocitosis mediada por
receptores, transformandose en células espumosas cargadas de lipidos. La
acumulacién de los lipidos y la tendencia para formar una placa de ateroma
tiene lugar cuando la cantidad de los lipidos que penetran en la pared arterial
por medio de los fagocitos mononucleares es mayor que la cantidad de lipidos

que salen de ella.
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Figura 2. Etapas en el establecimiento de la placa aterosclerética. 1 y 2. Entrada de
lipoproteinas al subendotelio y su posterior modificacion. 3 y 4. Liberacién de factores de
crecimiento y citocinas que promueven la llegada de monocitos hacia la intima y su
diferenciacion en macrofagos. 5 y 6. Formacién de células espumosas debido a las
lipoproteinas modificadas y oxidadas. 7. Establecimiento de la estria grasa, debido a la
acumulacion de células espumosas (Obtenida de

www.scielo.org.ve/img/fbpe/ic/v50n1/art12fig3.gif).

1.3.1 Ruptura de Placa y Formacion de Trombos

Una vez formada la placa aterosclerética estara sometida a la accion de una
combinacion de factores que inducen su ruptura, destacandose la inflamacion
local, la degradacion del colageno de la capa fibrosa y las alteraciones
vasomotoras. Una vez rota, la exposicion del material colageno-lipidico a la
sangre llevara a la trombosis parcial o completa del vaso coronario (Fuster et
al.,, 1990). Las placas vulnerables tiene un contenido lipidico voluminoso,
blando y formado por ésteres de colesterol, su capa fibrosa es fina y el
contenido de colageno es reducido, ademas de poseer elevadas

concentraciones de células inflamatorias (Falk et al., 1995) (Figura 3).
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Figura 3.
1 Pasos para la ruptura de la pared
endotelial y la formacion del
trombo en arteria con lesion
aterosclerotica.
3 1. Desgarramiento de la pared
arterial
4 2. Macrofago.

3. Depdsitos de colesterol.

5

4. Globulos rojos.

5. Células espumosas.
6 6. Depdsitos de grasa.

Obtenida de 2.bp.blogspot.com/.../tGHZsqGKe1A/s320/18018.jpg

1.4 Etiologia de la Aterosclerosis y la EAC

Una proporciéon reducida de casos de EAC pueden atribuirse a enfermedades
monogénicas. Sin embargo la vasta mayoria de los casos son de etiologia
multifactorial, donde participan una gran cantidad de factores de riesgo tanto
ambientales como hereditarios (Yusuf et al., 2004; Marenberg et al., 1994). Se
calcula en general que la EAC tiene una heredabilidad de ~ 50%. (L6pez et al.,
2006; Paré et al., 2008), mientras que estudios en gemelos reportan que la
heredabilidad de eventos fatales por EAC es del 57% para hombres y del 38%
para mujeres en poblaciéon sueca (Zradovic et al., 2002). Por otro lado, varios
estudios muy extensos han demostrado que el tener antecedentes familiares
de EAC prematura es un importante factor de riesgo para padecer la
enfermedad, aun después de ajustar por otros factores de riesgo conocidos
como el tabaquismo (Myers et al., 1990). La complejidad genética de la
susceptibilidad a padecer EAC parece ser considerable, tomando en cuenta
ademas que cada uno de los numerosos factores de riesgo clinicos para la

EAC tiene su propia base genética compleja.
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1.5 Factores de Riesgo

Entre los factores clinicos de riesgo para esta entidad segun el Expert Panel on
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, se
encuentra la hipertension arterial (presion arterial = 140/90mmHg o estar en
tratamiento antihipertensivo), las dislipidemias como la hipercolesterolemia
(Colesterol Total en sangre = 200 mg/100ml), hipoalfalipoproteinemia (bajas
concentraciones de colesterol HDL < 40 mg/100 ml), hipertrigliceridemia
(triglicéridos > 150 mg/dL), la diabetes mellitus, tabaquismo, antecedentes
familiares de EAC prematura (< 55 afios en hombres y < 65 afios mujeres),
obesidad (IMC = 30 kg/m?), sedentarismo y régimen alimentario aterégeno
(Fruchart et al., 2004). También contribuyen de manera importante los estados

protromboéticos y proinflamatorios (Ross et al., 1999; Libby, 2002).

1.6 Componente Genético de la EAC

Diversos estudios principalmente en poblaciones caucasicas han buscado
encontrar variantes genéticas que confieren susceptibilidad a padecer EAC vy
aterosclerosis utilizando diferentes estrategias que se complementan entre si,
(estudios de ligamiento y asociacion caso-control, tanto en genes candidato
como por escrutinio del genoma completo). Aunque algunos resultados no
siempre han sido consistentes, la evidencia apunta a que tanto polimorfismos
comunes como variantes raras en genes que participan en el metabolismo de
lipidos y en la cascada inflamatoria estan involucrados en la etiologia de la
EAC (Christensen et al., 2007).

Actualmente se han identificado mas de 80 diferentes polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) de susceptibilidad para la EAC (Tousoulis et al., 2008).
Hasta el momento, la vasta mayoria de esos SNPs se encuentran en genes
involucrados en el metabolismo de lipidos/carbohidratos, la funcidon endotelial,

inflamacion, y trombosis/fibrindlisis (Tabla 2).
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Gen Polimorfismo | Proteina que | Asociacion Referencia
codifica
ApoE €2,€3, ¢4 ApoE Metabolismo | Schmitz et al., 2007
de lipidos
OLR 150 1 G>C OLR1 Metabolismo | Tatsuguchi et al.,
de lipidos 2003
CETP TaqlB CETP Metabolismo Liu et al., 2002
de lipidos
LPL Gly188Gilu, LPL Metabolismo | Wittrup et al., 1999
Asp9Asn, de lipidos
Asn291Ser,
Serd447Ter
MTHFR 677 C>T MTHFR Trombosis y Klerk et al., 2002
fibrinolisis
IL-6 572 G>C, IL-6 Trombosis y Malarstig et al.,
598 C>T fibrinolisis 2007
LTA LTA Inflamacién Ozaki et al., 2002
IL-18 | SNP rs2043055 IL-18 Inflamacién Bis et al., 2008

Tabla 2. Algunos genes asociados a la enfermedad arterial coronaria en otras poblaciones
(Obtenida de Tousoulis et al., 2008).

La poblacion mexicana representa un caso especial. Primeramente, la
poblacién mexicana tiene una muy alta incidencia de enfermedades que son
factores de riesgo para la EAC, como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y
las dislipidemias (ENSANUT 2006; Aguilar-Salinas et al., 2001). Algunos
estudios genéticos han aportado evidencia de que esta alta incidencia se debe
a nuestro componente genético amerindio (Cossrow et al., 2004). Ademas, se
han encontrado marcadores genéticos que parecen ser exclusivos de
poblaciones amerindias y sus derivadas (como la mestiza mexicana)
(Schroeder et al., 2007; Villarreal-Molina et al., 2007). Sin embargo, existen
relativamente pocos estudios sobre las bases gendémicas de la EAC y la

aterosclerosis en poblacién mexicana.

Wang et al 2005(a) realizaron un analisis de ligamiento para el grosor de la
intima-media de la arteria carétida (IMT) en poblacion México-americana,
2933-35, 6p12-p22 y 13q32-33.

Encontraron que existen varios genes candidato en estas regiones como el gen

encontrando ligamiento en 3 locus,

NOSTRIN y diversos genes mas relacionados con el proceso inflamatorio en la
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region 6p12. En esta region también se encuentra EDN-1, que ha sido
asociado a la hipertensidén arterial en varios estudios (Kaetsu et al., 2004;
Tanaka et al., 2004; Goodarzi et al., 2005), en la regidn 6p21 encontraron que
el gen de la calpaina 10 (CAPN10) previamente asociado a diabetes en
poblacion mexicana, también se asocia aterosclerosis subclinica. Otros
estudios en esta poblacién han encontrado asociacion de diferentes genes con
factores de riesgo para la EAC y la aterosclerosis, como el gen LPL asociado a
resistencia a la insulina (Goodarzi et al., 2005), USF1 asociado a la
hiperlipidemia familiar combinada (Huertas-Vazquez et al., 2005), y ABCA1
asociado a obesidad, hipoalfalipoproteinemia, sindrome metabdlico y diabetes
mellitus tipo 2 (Villarreal- Molina et al., 2007; Villarreal-Molina et al., 2008). Sin

embargo no se ha analizado si se asocian a la EAC en poblacién mexicana.

1.7 Gen ABCA1l

El gen ABCAL (por sus siglas en inglés ATP—binding cassette transporter A1)
se encuentra en el cromosoma 9p21 y tiene 147,153 pares de bases y 50
exones, codificando una proteina de membrana dependiente de ATP de 2261
aminoacidos, cuya funcién es transportar principalmente colesterol y
fosfolipidos a través de membranas. Al promover el eflujo de colesterol hacia la
apoproteina Al (principalmente en enterocitos y hepatocitos), forma
lipoproteinas de alta densidad (HDL). En macrofagos, la funcion de ABCAL no
contribuye de manera importante para los niveles de HDL-C plasmaticos, sin
embargo es fundamental para evitar la formacion de células espumosas y
depdsitos de colesterol en las arterias, previniendo la aterosclerosis y la
cardiopatia isquémica (Hamon et al; 2000, 2006; Zha et al; 2003).

Las mutaciones que suprimen la funcion del gen causan la enfermedad de
Tangier, entidad autosémica recesiva poco frecuente que cursa con niveles
muy bajos de HDL-C (< 5 mg/dL), formacion de depdsitos de colesterol en
macrofagos tisulares y en otros tejidos, asi como un riesgo alto de EAC
prematura (Rust et al; 1999, Bodzioch et al; 1999, Brooks-wilson et al., 1999).
Si bien las mutaciones que suprimen la funcién del gen son raras, ABCAl es

un gen con una gran cantidad de polimorfismos, reportandose hasta el
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momento mas de 100 diferentes polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) en
el gen ABCA1 humano. Multiples estudios han buscado asociaciones de SNPs
de ABCAL con los niveles de HDL-C y/o la presencia de aterosclerosis en
diferentes poblaciones con resultados inconsistentes (Cenarro et al., 2003;
Evans et al., 2003; Singaraja et al., 2003; Tan et al., 2003; Srinivasan et al.,
2003; Shioji et al., 2004; Tregouet et al., 2004; Yamakawa-Kobayashi et al.,
2004; Benton et al.,, 2007). Hasta el momento, solamente 2 estudios han
analizado los efectos funcionales de diferentes SNPs in vitro (Brunham et al.,
2005; Kyriakou et al., 2007), demostrando que las variantes 1883M y S1731C
disminuyen significativamente el eflujo de colesterol, mientras que los SNPs
V771M y V825l parecen incrementarlo. Llama la atencion que una de las
variantes mas frecuentes y mas estudiadas (R219K), asociada a niveles mas
altos de HDL en una gran cantidad de estudios, no mostr¢ diferencia alguna en

el porcentaje de eflujo de colesterol en comparacion con el alelo silvestre.

1.7.1 Variante R230C

Recientemente, se encontrd una variante del gen ABCAL1 en poblacion mestiza
mexicana, que parece ser exclusiva de poblaciones nativas de América y sus
derivadas. Esta variante es un cambio de una citosina por una timina en la
posicion 1001 del transcrito, que origina un cambio de una arginina (R) por una
cisteina (C) en la posicién 230 de la proteina (R230C). La frecuencia del alelo
C es alta en mestizos mexicanos (11%), y se encontré asociada a menores
niveles de HDL-C, a obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2
de inicio temprano (Villarreal-Molina et al., 2007; Villarreal-Molina et al., 2008);
todos ellos factores de riesgo para la EAC. Por esto es indispensable analizar
si esta variante se asocia a un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria

en nuestra poblacion.
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1.8 Gen Endotelina-1 (EDN-1)

Las endotelinas son una familia de proteinas que incluye a la endotelina 1,
endotelina 2 y endotelina 3, cada una de las cuales consta de 21 aminoacidos.
Son potentes agentes vasopresores y enddgenos secretados por diferentes
tejidos y células del organismo. Actuan como moduladores del tono vasomotor,
proliferacion celular y de producciéon hormonal. La endotelina fue descrita por
primera vez por Hickey et al. en 1985 como un factor secretado por el endotelio
vascular causante de la contraccion de musculo liso. Posteriormente
Yanagisawa et al. en 1988 aislaron una sustancia con propiedades vasoactivas
que identificaron como endotelina (EDN-1), siendo los primeros en determinar
la estructura molecular del péptido de 21 aminoacidos a partir del sobrenadante

de cultivo de células endoteliales de aorta porcina (Baltazares et al., 2005).

La EDN-1 es la proteina mas estudiada de la familia de las endotelinas. Se
sintetiza predominantemente en el endotelio vascular, células de musculo liso
vascular, células epiteliales, células mesangiales, células de la glia neuronal y
células hepaticas. Tiene como funcion ejercer una accion vasoconstrictora y
proliferativa sobre las células de musculo liso vascular, es pro-inflamatoria,
tiene accion potencialmente mitégena, promueve la produccion de fibroblastos,
modula la sintesis de la matriz extracelular, causa hipertrofia de las células de
musculo liso vascular, afecta la permeabilidad vascular, y es estimulante del
sistema nervioso simpatico. Los efectos fisiologicos de la EDN-1 estan
mediados a traveés de dos tipos de receptores, ETa y ETg. Los receptores ETa
estan localizados principalmente en el musculo liso vascular y son
responsables de inducir la proliferacion celular y vasoconstriccion. Los
receptores ETg estan presentes en las células endoteliales y son mediadores
de la relajacidn vascular, ademas de intervenir en la depuracion de la EDN-1.
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1.8.1 Estructura y Biosintesis

El gen EDN-1 se encuentra en el cromosoma 6p12 y tiene de 6899 pares de
bases y 5 exones. Al igual que las otras endotelinas, se sintetiza como una pre-
hormona que posteriormente es procesada hasta formar un péptido activo. Este
proceso se desarrolla en el citosol de las células endoteliales. EI RNA
mensajero (RNAm) de EDN-1 codifica a la preproendotelina de 212
aminoacidos, que a través de la accidén proteolitica de una endopeptidasa la
transforma en Big-endotelina de 39 aminoacidos (Big-ET-1). Por la accion de la
enzima convertidora de endotelinas (ECE--1), una metaloendoproteasa que
rompe la uniéon en la posicion triptéfano 21 - valina 22 (Trp21-Val22), este
fragmento es transformado en la endotelina-1 de 21 aminoacidos que es el
péptido activo (Figura 3). Este péptido tiene 4 residuos de cisteina que
permiten establecer dos puentes intramoleculares disulfuro para formar una
estructura semiconica inusual. Los puentes disulfuro son importantes tanto para
la union de las endotelinas con su receptor especifico como para su actividad

bioldgica.

Endotelina-1 (21 aa)
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Figura 4. Sintesis de endotelina-1. Factores de estimulacién e inhibiciéon (Imagen obtenida de
Baltazares et al., 2005).
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1.8.2 Regulacién de la EDN-1

La regulacion de la endotelina 1 es muy compleja, participan diversos factores
como la tension pulsatil, lesion endotelial y pH, entre otros. El ejercicio
miocardico incrementa la expresion de EDN-1, sugiriendo un posible papel en
el mantenimiento de la funcién cardiaca. La hipoxia es un fuerte estimulo para
la sintesis de la EDN-1 que puede ser importante para mantener la funcion
cardiaca durante la isquemia. Ademas, la biosintesis de la EDN-1 es
estimulada por factores de riesgo cardiovascular, como niveles elevados de
colesterol, lipoproteinas de baja densidad y glucosa, asi como la obesidad.
Otras moléculas que estimulan la produccion de endotelinas incluyen
mediadores pro-coagulantes semejantes a trombina, vasoconstrictores,
factores de crecimiento, citocinas y moléculas de adhesion. En contraste,
vasodilatadores como el 6xido nitrico (ON) y la prostaciclina inhiben la
produccion de endotelina-1 a través de mecanismos comunes que involucran la
produccion de guanosina monofosfato ciclico (GMPc); mientras que la hormona

natriurética auricular inhibe la produccion basal de endotelina.

1.8.3 Polimorfismos de EDN-1y su asociaciéon a diversas enfermedades

Hasta el momento se han reportado 130 SNPs en el gen EDN-1 humano, la
mayoria de los cuales se encuentran en los  intrones
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Por la funciéon reguladora del tono
vasomotor de la EDN-1, diversos grupos de investigadores han buscado
asociaciones de diferentes polimorfismos en este gen con la hipertension
arterial (Kaetsu et al., 2004; Tanaka et al., 2004); o bien a hipertension
asociada a diferentes enfermedades como la artritis reumatoide (Panoulas et
al., 2008) y la obesidad (Barath et al., 2007); pero los resultados no han sido
consistentes, lo cual es muy frecuente en los estudios de asociacidon en

diferentes poblaciones.

Entre todos los polimorfismos, destaca el denominado rs5370, que causa el
cambio de una lisina (K) por una asparagina (N) en la posicion 198 de la
proteina (Lys198Asn). Se ha encontrado asociacion de este polimorfismo con

la retinopatia diabética (Li et al., 2008); con la angina por vasoespasmo
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coronario (Lee et al., 2008); y con los niveles de presion arterial e hipertensiéon
(Tanaka et al., 2004). De manera reciente, se ha encontrado que este
polimorfismo aumenta discretamente el riesgo de enfermedad arterial coronaria
en la poblacion alemana (Buhler et al., 2007) y en individuos hipertensos
(Popov et al., 2008). Ademas, este polimorfismo se encontré asociado a riesgo
de padecer asma (Zhu et al., 2008), y a niveles de HDL en poblacién franco-
canadiense (Paré et al., 2008). Puesto que este polimorfismo ha sido asociado
a hipertension arterial, niveles de HDL y enfermedad arterial coronaria en
diferentes poblaciones, es importante investigar si este polimorfismo confiere

susceptibilidad a la enfermedad arterial coronaria en poblaciéon mexicana.

Es muy importante mencionar que existe evidencia experimental que relaciona
a la endotelina-1 con la resistencia a la insulina, un factor de riesgo mas para la
enfermedad arterial coronaria. En primer lugar, se ha reportado que individuos
con enfermedades que cursan con resistencia a la insulina como la obesidad y
la diabetes mellitus tipo 2, presentan niveles plasmaticos elevados de EDN-1
(Maeda et al., 2006). Ademas, estudios in vivo sugieren que la EDN-1 puede
causar resistencia a la insulina tanto en humanos como en ratas (Ottosson-
Seeberger et al., 1997; Juan et al., 1996). La endotelina es capaz de inhibir la
captacion de glucosa estimulada por la insulina en células musculares de rata
(Jiang et al., 1999), en adipocitos de rata (Chou et al.,, 1994) y en adipocitos
3T3-L1 (Ishibashi et al., 2001). A pesar de esta evidencia, a la fecha solo se ha
buscado asociacion de polimorfismos del gen EDN-1 con el sindrome
metabdlico y a la resistencia a la insulina en un estudio en poblacion
australiana (Wiltshire et al., 2008), pero la variante Lys198Asn no mostré
asociacion a estos rasgos, y tampoco a hipertensién o niveles de lipoproteinas

en esta poblacion.

En Unidad de Biologia Molecular y Medicina Gendmica del Instituto Nacional de
Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) se encontré en una
muestra de poblacion abierta de mestizos mexicanos del Distrito Federal, que
el alelo Asn de la variante rs5370 se asocidé a un mayor riesgo de resistencia a
la insulina y a menores niveles de HDL (datos en prensa). Por esto, es
indispensable evaluar si estos alelos se asocian a la susceptibilidad de la

enfermedad arterial coronaria en la poblacién mexicana.
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Il. JUSTIFICACION

La EAC prematura y su principal complicacion el infarto al miocardio son una
de las principales causas de muerte en México y en el mundo, su prevalencia
ha ido en aumento en los Ultimos afios. La poblacién mexicana tiene una muy
alta incidencia de obesidad, dislipidemias, sindrome metabdlico (SM) y
diabetes, todos ellos factores de riesgo para la EAC, sin embargo, existen
pocos estudios sobre las bases gendmicas de la EAC en poblacion mexicana.
El conocimiento de la etiologia genética de la EAC es un factor importante para
conocer y entender el proceso fisiopatologico de esta enfermedad y asi poder
disefiar en un futuro mejores estrategias de prevencion y diagndstico para

identificar personas de riesgo a padecerla.

Se han realizado estudios de asociacion para evaluar la contribucion de
polimorfismos presentes en diferentes genes para el desarrollo de la EAC y
aterosclerosis. Los genes ABCA1 y EDN-1 se han asociado a mas de un factor
de riesgo para desarrollar EAC, por lo que podrian estar involucrados en la

fisiopatologia de esta enfermedad en poblacion mexicana.
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. HIPOTESIS

Debido a que los polimorfismos comunes en los genes EDN-1 y ABCAL se
asocian a mas de un factor de riesgo para desarrollar EAC prematura, pueden

conferir susceptibilidad a dicha enfermedad en la poblacién mexicana.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar si los polimorfismos rs5370 del gen EDN-1 y el polimorfismo R230C
del gen ABCAL1 son alelos de susceptibilidad para el desarrollo de la EAC

prematura en poblacién mexicana.

4.2. Objetivos Particulares

» Genotipificar los polimorfismos rs5370 del gen EDN-1 y el polimorfismo

R230C del gen ABCAL en pacientes con EAC prematura y controles.

» Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas para cada polimorfismo

en casos y controles.
» Evaluar la asociacion de los polimorfismos de manera individual al

desarrollo de la EAC prematura y a diversas variables antropométricas y

bioquimicas (niveles de lipidos, indice de masa corporal, cintura, etc.).
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V. METODOLOGIA

Este proyecto se realiz6 en la Unidad de Biologia Molecular y Medicina Genémica
del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zubiran”
(INCMNSZ), en colaboracién con el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez” (INCICH).

Se realiz6é un estudio de asociacién caso/control, en el cual se recolecté un total
de 592 muestras de sangre, 236 casos y 356 controles en un periodo de 5 meses
(noviembre de 2008 a marzo de 2009).

5.1Poblacién de estudio

a) Casos

Se reclutaron 236 pacientes mexicanos no emparentados, con EAC prematura
(edad de inicio < 65 afios para mujeres y < 55 afios para hombres), de los cuales
fueron 208 hombres y 29 mujeres, con edad de 30 a 70 afios. La captacion de
estos pacientes se realiz6 a travées de la unidad de endocrinologia del INCICH. Se
excluyeron a aquellos pacientes que presentaban trastornos tiroideos, hepaticos,

renales u oncolégicos.

b) Individuos Controles

Se reclutaron 356 controles mexicanos no emparentados, aparentemente sanos,
sin antecedentes heredo-familiares de EAC prematura. A todos se les realiz6
Tomografia con multidetector de 64 canales (TAC) para descartar la presencia de
calcio en las arterias coronarias. Este grupo estuvo comprendido de 174 hombres
y 182 mujeres con edad de 30 a 70 afios, se utilizaron como criterios de exclusiéon
los mismos para casos. Estos individuos fueron reclutados del banco de sangre
del INCICH.
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Todos los individuos firmaron una carta de consentimiento informado del
proyecto. Se utiliz6 un cuestionario para obtener informacién sobre el nivel
socioecondémico y educativo, asi como los antecedentes personales patoldgicos y
no patoldgicos. Se realizé una exploracion fisica incluyendo medicién de peso,
talla, cintura y presion arterial medida con baumandmetro. Se calcul6 el indice de
masa corporal (IMC) dividiendo el peso en kilogramos entre la talla en metros
elevada al cuadrado (IMC = peso/talla?). Se midi6 el indice de Calcio en arterias
coronarias con tomografia axial computarizada de las coronarias, realizada en el
INCICH. Se les tomé ademas una muestra de 10 ml de sangre para realizar
mediciones bioquimicas (quimica sanguinea y perfil de lipidos), asi como para
extraccion de DNA.

5.2 Parametros Bioguimicos

Todas las mediciones bioquimicas en sangre (LDL, HDL, Colesterol no HDL,
Triglicéridos, Relacion colesterol total/ HDL, Relacion LDL/ HDL, Relacion
triglicéridos/ HDL, glucosa) se realizaron en el departamento de Endocrinologia
del INCICH utilizando procedimientos estandarizados y reactivos comerciales. La
glucosa sérica se midio utilizando el método de la glucosa oxidasa. Los niveles
plasmaticos de colesterol total (CT) y triglicéridos (TG) se midieron a través de
métodos enzimaticos (Boehringer-Mannheim); los niveles plasmaticos de HDL se

midieron usando acido fosfottingstico y Mg?*.

Con base a la exploracion fisica se diagnosticO Sindrome Metabdlico (SM)
utilizando los criterios de la NCEP (Tabla 3):
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1. Obesidad Central Cintura > 102 cm en hombres, > 88 cm

en mujeres.

2. Niveles bajos de HDL-C HDL-C < 40 mg/dl en hombres, < 50
mg/dl en mujeres.

1 Hipertrigliceridemia Triglicéridos séricos = 150 mg/dl.

4. Hipertension arterial Presion arterial = 138/85 o0 uso de

medicamentos antihipertensivos.

5. Glucosa plasmatica en ayuno Glucemia = 100 mg/dl o uso de

hipoglucemiantes.

Tabla 3. Criterios de la ATP- Il para el sindrome metabdlico. La presencia de al menos 3 de estos
criterios en un individuo es diagnéstico de Sindrome Metabdlico (Obtenida de Grundy et al.,
2004).

5.3 Extraccion de Acidos nucleicos y Cuantificacién de DNA

La extraccion de DNA gendmico se realiz6 a partir de sangre total utilizando el kit
comercial (QIAmp DNA Blood Midi kit, QIAGEN). Se verifico la integridad en gel
de agarosa al 1%. Se cuantific6 el DNA por espectrofotometria utilizando el
equipo NANODROP Data. Se hicieron alicuotas homogéneas de 10 ng/ul de

cada muestra.

5.4 Genotipificacién de los SNPs de los genes EDN-1y ABCA1

Se genotipificé el SNP R230C del gen ABCA1, asi como el SNPs rs5370 del gen
EDN-1 por ensayos de PCR tiempo real con sondas Tagman y ensayo de

discriminacion alélica, utilizando un sistema ABI Prism 7900HT (Applied

Biosystems) (Tabla 4).
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CAMBIO FREC. FREC.

DE TIPO DE ALELO ALELO FREC.
SNP GEN LOCUS BASE VARIANTE | POBLACION MAYOR MENOR GENOTIPO
GG GT 1T
Poblacion
Global G=0.77 T=0.23 0,61 0,3 |0,07
Lys/Asn
[GIT] Codificante Poblacion
rs6370 | EDN-1 6p12 EXON 5 | no sinénimo Europea G=0.76 T=0.24 0,57 0,4 |0,05
Poblacion
Hispana G =0.98 T=0.02 0,95 | 0,045 0
CC CT 1T
Poblacion
Global C=0.98 T=0.02 0,96 0
Cys/Arg
[CIT] Caodificante Poblacion
R230C | ABCAl 9p21 EXON 7 | no sinénimo Europea C =1.000 T=0.00 1.000 0
Poblacion
Hispana C=0.96 T=0.04 0,91 0,1

Tabla 4. Generalidades de los SNPs estudiados. Se describe el locus, el cambio de base, las
frecuencias alélicas y genaotipicas para cada poblacion (Obtenida de

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

5.5 Fundamento de la técnica

La PCR en tiempo real es un método que mediante la reacciéon de PCR y
deteccion de fluorescencia permite cuantificar la cantidad de DNA producido, ya
que la emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la
cantidad de DNA formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la
cinética de la reaccion de amplificacién. Los valores de fluorescencia, expresados
como logaritmos a fin de estudiar facilmente la fase exponencial de amplificacion,
aparecen como una linea recta al representar graficamente el logaritmo de la
fluorescencia frente al nUmero de ciclo. Este segmento, denominado segmento
cuantificable, permite valorar la cantidad de ADN inicial. Esta técnica es un
método especifico y sensible, en esta técnica los procesos de amplificacién y
deteccion se llevan a cabo de manera simultdnea (Higuchi et al., 1993).

Los sistemas de deteccion de secuencia (SDS) por fluorescencia empleados en
el PCR tiempo real pueden ser por sondas especificas. Estas sondas de

hibridacion especificas son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un
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donador y un receptor. El proceso de esta técnica se basa en el empleo del FRET
o transmision de energia de resonancia (Fluorescent Resonant Energy Transfer:
FRET), que es un mecanismo de transferencia de energia entre cromoéforos. EL
FRET se fundamenta en que la excitacion de un cromoforo puede transferirse a
otro cercano, generalmente cuando ambos se sittan en la misma molécula,
mediante un mecanismo acoplador dipolo-dipolo. Las mas utilizadas son las

sondas de hidrolisis, denominadas también sondas Tagman.

5.5.1 Sondas tipo Tagman

Permiten genotipificar polimorfismos de un solo nucledtido, utilizando 1 sonda
especifica para cada alelo y a su vez garantiza la especificidad de la deteccion.
(McGuigan et al., 2002; Gibson et al., 2006). Cada sonda esta marcada con 1 tipo
de fluorescencia diferente (VIC y FAM). Una de las sondas incluye la base
correspondiente al alelo silvestre y la otra sonda presenta la base
correspondiente al alelo mutado; el fluoréforo detectado revela la presencia o

ausencia del polimorfismo en la muestra analizada.

Cada sonda posee un fluoréforo en su extremo 3' y una molécula (denominada
quencher) en el 5' que bloquea su emisién de fluorescencia. Esta sonda marcada
hibrida especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener. De
este modo, cuando se efectia la PCR (con la sonda mas el par de cebadores
especificos), la sonda hibrida en el amplicén, pero debido a la cercania del
fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia. Cuando la polimerasa se topa
con la sonda, la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca
la separacion del quencher y por tanto, la emision de fluorescencia que esta

relacionada con la cantidad de amplicon producido.

5.5.2 Ensayo de discriminacion alélica

El ensayo de discriminacion alélica es una de las aplicaciones de la PCR en

tiempo real, permite conocer el genotipo presente en cada una de las muestras
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de DNA analizadas. El programa computacional SDS 2.2 acoplado al equipo de
PCR tiempo real, mediante la aplicacion de un algoritmo previamente establecido
y tomando en cuenta la fluorescencia basal del ensayo, nos indica el genotipo
presente en la muestra analizada y ademas nos proporciona un valor de calidad
del ensayo. Los resultados de la discriminacion alélica son presentados en forma
de grafica (alelo A vs alelo a), en donde es facil ubicar las muestras
genotipificadas como homocigotos para el alelo “A”, homocigotos para el alelo “a”
o como heterocigotos “Aa” (Figura 5).

Homocigotos

Alelo Y
_____________ - 4.
g i :
iy 2 ¢ .
Position |~ Sample Marker Allele X Rn | Allele ¥ Rn | Passive Ref R Task call 7 E r Heter()c|gOtOS
a1 a1 2|z a0
a2 a2 z
83 a3 J
a4 a4
a5 a5
56 58
a7 a7
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ald |ary
als  |a1s
AlE A6 Contralac
FYE e o ores 10
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219 a1 T bUb\LIVUQ 20T .
pa o0 DNA(NTCs Homocigotos
i e PNAANTHSS
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Figura 5. Grafica de un ensayo de discriminacién alelica para la genotipificacién de muestras por
PCR en tiempo real obtenida mediante el programa SSPS 2.2. El color y la ubicacién de las
muestras dentro de la grafica permiten la determinacion del genotipo, considerando la

fluorescencia basal del ensayo, representada por NTCs (Imagen obtenida mediante el programa
SDS 2.2.
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5.6 Andlisis Estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS v15.0 (SPSS Chicago Il) para el analisis
de resultados. Se calcularon las medias + desviacién estandar y frecuencias de
los parametros basales de los casos y controles participantes. Se analizaron
las posibles asociaciones de los diferentes alelos y genotipos con la EAC
utiizando un modelo de regresion logistica, y analisis de covarianza para
rasgos cuantitativos tomando como factor fijo el genotipo, ajustando por otras
variables pertinentes (edad, género y tabaquismo, factores de riesgo para la
EAC).

Se utilizé la prueba de X? para analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se

consideré como nivel de significancia estadistica p < 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 Poblacién

Para este proyecto se reclutaron en total 592 individuos (381 hombres y 211
mujeres): 356 fueron controles (174 hombres y 182 mujeres), de los cuales 11
fueron eliminados (2 por parentesco; 5 por origen étnico no mexicano, 2 por
tener antecedentes heredo familiares de EAC prematura y 2 por padecer
alcoholismo). Ademas, en este grupo se identificaron 95 individuos (68
hombres y 27 mujeres) con presencia de calcio en las arterias, por lo que se
decidio analizarlos de forma independiente como un grupo de Aterosclerosis
Subclinica (AS).

Para la poblacion de casos se obtuvo una muestra de 236 pacientes (208
hombres y 29 mujeres), de los cuales se elimind a un solo individuo por ser de

origen espaiiol.

6.2 Caracteristicas Generales de la Poblacion

Los parametros antropométricos y bioquimicos de los individuos en los
diferentes grupos de estudio se muestran en la tabla 5. Como era de
esperarse, los grupos de EAC prematura y aterosclerosis subclinica muestran
diferencias significativas en todos los parametros que son considerados factor
de riesgo para la EAC al compararlos con el grupo control. Puesto que el 94% y
el 74% de los individuos del grupo de EAC prematura estaban bajo tratamiento
hipolipemiante y antihipertensivo respectivamente, este grupo presentaba
niveles séricos mas bajos de colesterol total, LDL y colesterol no-HDL que los
otros grupos, y a pesar de presentar mayor frecuencia de hipertension arterial
sistémica, las cifras de tension arterial tanto diastolica como sistolica no fueron
mayores que en los otros grupos. Sin embargo, existen algunas diferencias
significativas entre los grupos EAC y aterosclerosis subclinica que llaman la
atencion. Los factores de riesgo que fueron significativamente mas frecuentes
en el grupo de EAC fueron: porcentaje de individuos del sexo masculino,

hipertension arterial y sindrome metabdlico, mientras que la frecuencia de
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diabetes mellitus, obesidad e hipertrigliceridemia fue similar en ambos grupos.

A pesar de que la HTAS fue mas frecuente en el grupo de EAC, el promedio de

cifras de tension arterial fue mayor en el grupo de AS. Ademas, los niveles de

colesterol total y HDL-C fueron significativamente mas bajos en el grupo de

EAC.
VARIABLE CONTROLES ATEROSCLEROSIS CASOS p* p** p***
SUBCLINICA
Edad (afios) 50.21 +9.40 56.25 + 8.17 54,16 + 7.16 <.001(0.031|<.001
Hombres 40.40% 71.60% 87.70% <.001(0.001 | <.001
IMC 27.67 +4.19 28.52+4.14 28.77 £ 3.79 0.089| NS ]0.002
Circunferencia
de cintura 91.09 +11.12 96.25 +11.45 97.51 +9.84 <.001| NS |<.001
Obesidad 35.80% 37.90% 33.10% NS NS NS
Promedio Presién
Sistdlica (PAS) 118.33 £16.99 128.69 + 22.47 122.13 +£18.70 |<.001(0.013(0.019
Promedio Presién
Diastdlica (PAD) 72.97 £9.24 77.98 + 10.66 75.44 + 9.63 <.001(0.046 | 0.004
Hipertensién Arterial 15.80% 38.90% 63.60% <.001 | <.001 | <.001
sistémica
Colesterol Total 191.11 + 37.17 202.76 + 31.99 162.31 £41.69 |0.004|<.001 |(<.001
HDL 46.96 +£ 12.72 4254 +£11.04 36.32 £8.42 0.002 | <.001 | <.001
Hipo a-lipoproteinemia 48.80% 48.40% 75.40% NS [<.001|<.001
LDL 117.72 + 31.93 130.91 + 28.37 93.79+35.24 |<.001|<.001(<.001
Colesterol no HDL 144.16 + 38.94 160.22 + 31.06 125.56 £+ 41.40 |<.001|<.001 |<.001
Triglicéridos 169.27 £ 132.76 191.17 £ 125.21 202.48 + 113.61 [ 0.012| NS |<.001
Hipertrigliceridemia 43.80% 63.20% 65.30% 0.002| NS |<.001
Glucosa 93.45 £ 25.25 109.18 £46.77 100.63 £29.81 |0.001| 0.13 |<.001
Diabetes Mellitus 17.70% 35.80% 32.20% 0.001| NS ([<.001
Relacion CT/HDL 4.37+152 5.03+1.46 4.64 +1.39 <.001(0.025(0.041
Relacion CLDL/CHDL 2.69+1.11 3.19+ .91 2.68 +1.04 <.001(<.001| NS
Relacion TG/CHDL 425+ 4.99 528 £6.25 6.08 +4.44 0.151| NS ([<.001
Sindrome Metabdlico 24.60% 42.10% 55.10% 0.002 [ 0.039 | <.001

Tabla 5. Comparacion de los parametros antropométricos y bioquimicos de los individuos de

acuerdo al grupo de estudio. P* comparacion de Controles vs. Aterosclerosis subclinica, P**

comparacioén del grupo de Aterosclerosis Subclinica vs. Casos, P*** comparacién de Controles

vs. Casos, ajustado por edad y género. Los datos representan la media + desviacion estandar

para las variables continuas (IMC, Circunferencia de cintura, PAS, PAD, CT, HDL, LDL, C no
LDL, CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL, TG y glucosa) Para TG y glucosa se presentan las medias

aritméticas, pero para andlisis estadistico se tomé en cuenta el Ln. Las variables categoéricas

estan expresadas en porcentajes, y se compararon con la prueba de X2,
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6.3 Genotipificacion de la variante R230C del Gen ABCAL.

Fue posible genotipificar el 98% de las muestras (Figura 6). El andlisis con
sondas Tagman en 576 individuos mexicanos mostré6 que 99 individuos son
heterocigotos R230C (17.2 %) y solo un individuo es homocigoto C230C (0.2
%). Este polimorfismo no mostré desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0.142).

Homocigotos
R230R

Heterocigotos
R230C

Homocigotos
Cc230C

08 1.0 15 0 15
Allele X (abc2)

Figura 6. Genotipificacion de la variante R230C del gen ABCAL por sondas Tagman. La sonda
complementaria al alelo “R” estad marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se graficd
en el eje de las “Y”. La sonda complementaria al alelo “C” est4d marcada con el fluoréforo FAM,
cuya fluorescencia se grafico en el eje de las “X”. Cada punto representa una muestra; los
homocigotos R230R aparecen como un punto azul (solo fluoresce VIC), los homocigotos
C230C como un punto rojo (solo fluoresce FAM), y los heterocigotos R230C que emiten ambos
tipos de fluorescencia aparecen como un punto verde. Los cuadros negros representan

controles negativos.
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6.4 Genotipificacion de rs5370 del Gen EDN-1

Fue posible genotipificar el 96% de las muestras mediante el ensayo Tagman
(Figura 7). El andlisis por sondas Tagman en 571 individuos mexicanos mostro
que 129 individuos son heterocigotos K198N (22.6%) y 18 individuos son
homocigotos N198N (3.2%). Este polimorfismo no mostré desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (P= 0.13).

Homocigotos
N198N

Heterocigotos
K198N

Homocigotos
K198K

0.z 04 08 0 1.0 12
Allele X (edd2)

Figura 7. Genotipificacion de la variante rs5370 del gen EDN-1 por sondas Tagman. La sonda
complementaria al alelo “K” estd marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se graficé
en el eje de las “Y”. La sonda complementaria al alelo “N” esta marcada con el fluoré6foro FAM,
cuya fluorescencia se grafico en el eje de las “X". Cada punto representa una muestra; los
homocigotos K198K aparecen como un punto rojo (solo fluoresce VIC), los homocigotos N198N
como un punto azul (solo fluoresce FAM), y los heterocigotos K198N que emiten ambos tipos
de fluorescencia aparecen como un punto verde. Los cuadros negros representan controles

negativos.
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6.5 Frecuencias Alélicas y Genotipicas

La tabla 6 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
R230C y rs5370 en los diferente grupos de estudio. La frecuencia del alelo
C230 fue mas alta en el grupo AS (12.10%), y mas baja en el grupo de EAC
prematura (6.3%). En el grupo control, la frecuencia alélica fue similar a la
previamente reportada en mestizos mexicanos (9.45%). El Unico individuo
homocigoto C230C presentaba EAC prematura. Por el niumero reducido de
homocigotos, se calcularon las razones de momios bajo el modelo dominante
Unicamente. La frecuencia del alelo N198 de la variante rs5370 en los controles
fue de 14.9%, y no fue significativamente diferente a la encontrada en el grupo
de AS (13.5%) o EAC prematura (17.8%). La distribucion de genotipos rs5370
tampoco mostré diferencias por grupo de estudio.

En la tabla 6.1 se muestra los resultados del analisis de regresion logistica para
las variantes R230C y rs5370. Mientras que el polimorfismo rs5370 no parece
jugar un papel importante en el riesgo a desarrollar EAC prematura o la AS en
la poblacion mexicana, la variante R230C no solo no confiere riesgo de EAC
prematura, parece ser un alelo de proteccion para desarrollar esta entidad, ya
gue fue significativamente menor en el grupo de casos que en el de AS, y
mostré una tendencia a ser menor en comparacion con los controles (RM=
0.477, IC 95%: 0.249-0.913, P= 0.025 y RM=0.584, IC 95% 0.324-1.052, P=

0.079 respectivamente).
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A) Variante R230C del gen ABCAL1.

GENOTIPO ALELO
GRUPO DE ESTUDIO R230R R230C C230C R230 C230
210 49 0
CONTROLES n= 259 81.1% 18.9% 0% 90.54% 9.45%
72 23 0
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA n=95 75.8% 24.2% 0.00% 87.89% 12.10%
194 27 1
CASOS n= 222 87.4% 12.2% 0.5% 93.47% 6.31%
B) Variante rs5370 del gen EDN-1
GENOTIPO ALELO
GRUPO DE ESTUDIO K198K K198N N198N K198 N198
188 58 9
CONTROLES n= 255 73.7% 22.7% 3.5% 85.08% 14.90%
74 17 4
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA n= 95 77.9% 17.9% 4.2% 86.84% 13.15%
162 54 5
CASOS n=221 73.3% 24.4% 2.3% 85.52% 17.48%

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de A) la variante R230C del gen ABCAL; y B) de la

variante rs5370 del gen EDN-1, segun el grupo de estudio.

SNP STATUS RM (IC 95 %) p*
CASOS vs. CONTROLES 0.584 (0.324-1.052) 0.079*
CONTROLES vs.
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA 1.207 (0.650-2.240) 0..552*
R230C
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA VS. CASOS 0.477 (0.249-0.913) 0.025*
CASOS vs. CONTROLES
0.812 (0.500-1.320) 0.401**
CONTROLES vs. 0.743 (0.404-1.36) 0.340**
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA
rs5370
ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA VS. CASOS 1.44 (0.791-2.63) 0.232**

Tabla 6.1. Asociacion de los diferentes alelos de riesgo con EAC prematura y Aterosclerosis

Subclinica. RM= razén de momios, IC 95%= intervalo de confianza del 95%; P* significancia

estadistica ajustada por edad, género y tabaquismo. P** significancia estadistica ajustada por

edad, género e IMC.
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6.6 Asociacion de la Variante R230C a otros Parametros Bioquimicos y

Metabolicos.

La tabla 7 muestra los parametros antropométricos y bioquimicos de los
individuos controles de acuerdo a su genotipo. Se compararon los individuos
con la variante (genotipos R230C/C230C) y sin la variante (R230R). Los
individuos con genotipos R230C/C230C presentaron niveles de HDL-C mas
bajos y TG mas altos que los R230R, y la diferencia dio una tendencia a la
significancia  estadistica (44.46+11.57 vs 47.46£12.91, P=0.184; vy
183.374£85.62 vs 166.37 +141.67, P=0.168, respectivamente). Sin embargo, el
porcentaje de individuos con indice TG/HDL elevado (factor de riesgo para la
EAC) si fue significativamente mayor en individuos R230C/C230C (65.3%) que
en individuos R230R (45.7%, P=0.017). Ademas, los porcentajes de individuos
con hipertrigliceridemia, dislipidemia aterogénica y sindrome metabdlico fueron
significativamente mayores en los individuos con genotipos R230C/C230C que
en individuos R230R (P=0.010, 0.029 y 0.040 respectivamente). El IMC y el

porcentaje de obesidad no mostraron diferencias de acuerdo al genotipo.

La tabla 8 de igual forma muestra la relacion de los parametros
antropométricos y bioquimicos de acuerdo al genotipo, en el grupo de casos.
Aunque los niveles de HDL fueron menores en los individuos R230C/C230C, la
diferencia no alcanzé significancia estadistica. No se observaron diferencias
por genotipo en IMC, circunferencia de cintura, porcentaje de obesidad, niveles
de triglicéridos y porcentaje de sindrome metabdlico. Sin embargo, los
individuos con genotipos R230C/C230C presentaron niveles significativamente
mas altos de colesterol total, LDL, colesterol-no HDL, mayores indices
LDL/HDL y TG/HDL, asi como mayor porcentaje de individuos con colesterol
total elevado (p<0.04).
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VARIABLE GENOTIPO P
R230R R230C/C230C
n=210 n= 49
IMC 27.75 + 4.25 27.47 + 3.87 NS
Circunferencia de cintura 91.10+11.24 91.46 + 10.49 NS
OBESIDAD 52 (24.8%) 13 (26.5%) NS
PERFIL DE LIPIDOS
Colesterol Total (CT) 191.69 + 38.03 188.83 + 33.89 NS
HDL 47.46 + 12.91 44.46 + 11.57 0.184*
LDL 118.41 + 32.96 115.03 + 27.54 NS
C no HDL 144.23 + 39.71 144.37 + 36.10 NS
Triglicéridos (TG) 166.37 + 141.67 183.37 + 85.62 0.168*
Hipertrigliceridemia 84 (40.0%) 30 (61.2%) 0.010**
LDL Elevados 194 (92.4 %) 45 (91.8%) NS
Colesterol Total elevado 71 (33.8%) 15 (30.6%) NS
Relacién CT/HDL 4.34 +1.57 451 +1.31 NS
Relacion LDL/HDL 2.67+1.14 2.77 + .97 NS
Relacion TG/HDL 4.19+5.411 4.57 + 2.63 NS
Colesterol no HDL elevado 58 (27.6%) 11 (22.4%) NS
Colesterol Total HDL elevado 81(38.6%) 26(53.1%) 0.077**
LDL_HDL elevado 208 (99.0%) 47 (95.9%) NS
TG _HDL elevado 96 (45.7%) 32 (65.3%) 0.017**
PRESION ARTERIAL
Promedio Presion Sistélica
(PAS) 118.05 +17.16 119.30 + 16.49 NS
Promedio Presion Diastolita
(PAD) 72.96 £ 9.54 72.91 £ 7.96 NS
Diagnostico Hipertension
Arterial Sistémica (HTAS) 28 (13.3%) 9 (18.4%) NS
SINDROME METABOLICO
ATP Ill Obesidad Central 73 (34.8%) 20 (40.8%) NS
ATP Ill Hipo a lipoproteinemia 99 (47.1) 28 (57.1%) NS
ATP Ill Hipertrigliceridemia 84 (40.0%) 30 (61.2%) 0.010**
ATP Ill Hipertension Arterial
Siatemica 31 (14.8%) 10 (20.4%) NS
ATP Ill Disglucemia 35 (16.7%) 11 (22.4%) NS
Diagnostico de Sindrome
Metabolico 48 (22.9%) 17 (38.8%) 0.029**
Glucosa 92.80 + 25.52 96.20 £ 24.41 NS
Diabetes Mellitus (T2D) 8 (3.8%) 4 (8.2%) NS
Dislipidemia aterogenica 60 (28.6 %) 22 (44.9%) 0.040**

Tabla 7. Comparacion de los parametros bioquimicos en la poblacion de Controles, de
acuerdo a la presencia de la variante R230C del gen ABCAL. Los datos representan la media +
desviacion estandar de variables continuas (IMC, Circunferencia de cintura, PAS, PAD, CT,
HDL, LDL, C no LDL, CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL, TG y glucosa), las diferencias entre
genotipos se compararon mediante andlisis univariado (P*) ajustando por edad, género y
tabaquismo. Para TG y glucosa, se presentan las medias aritméticas, pero para analisis
estadistico se tomo en cuenta el Ln de cada variable. Las variables categdricas estan
expresadas en porcentajes, y se compararon con la Prueba de x? (P**)
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VARIABLE GENOTIPO P
R230R R230C/C230C
n=194 n= 28
IMC 28.7 +3.71 28.66 + 3.23 NS
Circunferencia de cintura 97.51 +10.11 95.79 £ 7.20 NS
OBESIDAD 65 (33.5%) 11 (39.3%) NS
PERFIL DE LIPIDOS
Colesterol Total (CT) 160.66 + 41.24 177.60 + 43.88 0.035*
HDL 36.61 + 8.38 34.31+7.46 0.197
LDL 92.06 + 34.49 110.56 + 38.11 0.010*
C no HDL 123.60 + 40.95 142.65 + 44.10 0.020*
Triglicéridos (TG) 199.94 +104.11 222.27 + 176.00 NS
Hipertrigliceridemia 126 (64.9%) 18 (64.3%) NS
LDL Elevados 25 (12.9%) 8 (28.6%) 0.130**
Colesterol Total elevado 29 (14.9%) 9 (32.1%) 0.032**
Relacion CT/HDL 454 +1.31 5.39+1.79 0.004*
Relacion LDL/HDL 2.61 +1.00 3.22+1.16 0.006*
Relacion TG/HDL 5.89 + 3.77 3.77 £7.93 NS
Colesterol no HDL elevado 33 (17.0%) 9 (32.1%) 0.070**
Colesterol Total_ HDL
elevado 90 (46.4%) 15 (53.6%) NS
LDL_HDL elevado 60 (31.3%) 12 (46.2%) 0.181**
TG HDL elevado 160 (82.5%) 23 (82.1%) NS
PRESION ARTERIAL
Promedio Presién Sistdlica
(PAS) 122.22 +18.89 119.70 + 15.61 NS
Promedio Presién Diastolita
(PAD) 75.78 £ 9.52 76.07 £9.18 NS
Diagnostico Hipertension
Arterial Sistémica (HTAS) 43 (22.2%) 6 (21.4%) NS
SINDROME METABOLICO
ATP Ill Obesidad Central 63 (32.5%) 7 (25.0%) NS
ATP Il Hipo a
lipoproteinemia 144 (74.2%) 24 (85.7%) NS
ATP Il Hipertrigliceridemia 127 (65.5%) 18 (64.3%) NS
ATP Il Hipertension Arterial
Siatemica 126 (64.9%) 14 (50.0%) NS
ATP Il Disglucemia 65 (33.5%) 6 (21.4%) NS
Diagnostico de Sindrome
Metabolico 106 (54.6%) 14 (50.0%) NS
Glucosa 100.60 + 29.90 97.61 £ 21.28 NS
Diabetes Mellitus (T2D) 21 (10.8%) 3 (10.7%) NS
Dislipidemia aterogenica 101 (52.1%) 17 (60.7%) NS

Tabla 8. Comparacién de los parametros bioquimicos en la poblaciéon de Casos, de acuerdo a
la presencia de la variante R230C del gen ABCAL.Los datos representan la media + desviacion
estandar de variables continuas (IMC, Circunferencia de cintura, PAS, PAD, CT, HDL, LDL, C
no LDL, CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL, TG y glucosa), las diferencias entre genotipos se
compararon mediante analisis univariado (P*) ajustando por edad, género y tabaquismo. Para
TG y Glucosa, se presentan las medias aritméticas, pero para analisis estadistico se tomo en
cuenta el Ln de cada variable. Las variables categéricas estan expresadas en porcentajes, y se
compararon con la Prueba de X (P**)
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6.7 Asociacion del polimorfismo rs5370 EDN-1 a otros parametros
bioquimicos y metabdlicos.

La tabla 9 muestra los pardmetros antropométricos y bioquimicas de los
individuos de acuerdo a su genotipo. Se encontraron 18 homocigotos N198N, y
el andlisis se realizé bajo un modelo dominante, donde se compararon los
individuos con la variante (genotipos K198N/N198N) con individuos sin la
variante (genotipo K198K). Los niveles de glucosa de los individuos con
genotipos K198N/N198N fueron significativamente mas bajos que los
individuos K198K (89.55+14.55 vs 94.99+28.27, P=0.028), y mostraron una
tendencia a presentar menor indice TG/HDL (P= 0.089). No se encontraron
diferencias significativas de acuerdo al genotipo en otros parametros, sin
embargo los individuos con la variante 198N presentaron menor frecuencia de
hipoalfalipoproteinemia (43.3 vs 51.6%) hipertrigliceridemia (37.3 vs 46.8%) y
dislipidemia aterogénica (23.9 vs 34.6%) que los individuos K198K, sin alcanzar

significancia estadistica.

Al comparar estos parametros por genotipo en el grupo de casos (tabla 10), se
observé que los niveles de glucosa también fueron menores en los individuos
con la variante 198N (95.17+21.47 vs 101.02+£29.42), aunque la diferencia no
alcanzé significancia estadistica (P=0.077). En este grupo se observo que los
individuos portadores de la variante 198N presentaron menor frecuencia de
colesterol no-HDL elevado (19.4 vs 29.3%), indice LDL/HDL elevado (26.3 vs
35.0%), diagnostico de hipertension arterial sistémica (18.6 vs 23.0%),
disglucemia por los criterios ATPIII (23.7 vs 34.6%), sindrome metabdlico (45.8
vs 56.8%, diabetes mellitus (6.8 vs 11.7%) y dislipidemia aterogénica (23.7 vs
34.6%), sin alcanzar significancia estadistica en ningin caso.
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VARIABLE GENOTIPO P
K198K K198N/ N198N
n=188 n=67
IMC 28.71 £ 3.76 28.76 £ 3.69 NS
Circunferencia de cintura 90.59 + 11.43 92.78 £ 10.26 0.131
OBESIDAD 50 (26.6%) 13 (19.4%) NS
PERFIL DE LIPIDOS
Colesterol Total (CT) 163.85 + 41.28 160.44 + 43.97 NS
HDL 36.48 + 8.39 36.24 + 8.40 NS
LDL 95.96 + 35.68 89.46 + 34.09 NS
C no HDL 126.68 + 41.46 124.32 + 43.09 NS
Triglicéridos (TG) 198.27 + 106.51 216.44 + 138.09 NS
Hipertrigliceridemia 88 (46.8%) 25 (37.3%) NS
LDL Elevados 172 (91.5%) 63 (94.0%) NS
Colesterol Total elevado 65 (34.6%) 20 (29.9%) NS
Relacién CT/HDL 442 +1.61 4.28 +1.23 NS
Relacion LDL/HDL 271+1.18 2.68 +.90 NS
Relacién TG/HDL 448 +5.41 3.75+2.62 0.089*
Colesterol no HDL elevado 55 (29.3%) 13 (19.4%) NS
Relacién Colesterol Total_
HDL elevado 79 (42.0%) 27 (40.3%) NS
Relacién LDL_HDL
elevado 185 (98.4%) 66 (98.5%) NS
Relacion TG _HDL elevado 98 (52.1%) 28 (41.8%) NS
PRESION ARTERIAL
Promedio Presion Sistélica
(PAS) 117.96 + 17.49 118.16 + 15.38 NS
Promedio Presion
Diastolita (PAD) 72.44 + 8.89 73.95+9.94 NS
Diagnostico Hipertension
Arterial Sistémica (HTAS) 161 (85.6%) 59 (88.1%) NS
SINDROME METABOLICO
ATP Ill Obesidad Central 65 (34.6%) 26 (38.8%) NS
ATP Il Hipo a
lipoproteinemia 97 (51.6%) 29 (43.3%) NS
ATP Ill Hipertrigliceridemia 88 (46.8%) 25 (37.3%) NS
ATP Il Hipertension
Arterial Siatemica 29 (15.4%) 9 (13.4%) NS
ATP Ill Disglucemia 34 (18.1%) 12 (17.9%) NS
Diagnostico de Sindrome
Metabdlico 141 (75.0%) 51 (76.1%) NS
Glucosa 94.99 + 28.27 89.55 + 14.55 0.028*
Diabetes Mellitus (T2D) 10(5.3%) 2 (3.0%) NS
Dislipidemia aterogenica 65 (34.6%) 16 (23.9%) NS

Tabla 9. Comparacion de los parametros bioquimicos en la poblacion de Controles, de
acuerdo a la presencia de la variante rs5370 del gen EDN-1. Los datos presentados la media +
desviacion estandar de variables continuas (IMC, Circunferencia de cintura, PAS, PAD, CT,
HDL, LDL, C no LDL, CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL, TG y glucosa), las diferencias entre
genotipos se compararon mediante andlisis univariado (P*) ajustando por edad, género y
tabaquismo. Para TG y Glucosa, se presentan las medias aritméticas, pero para andlisis
estadistico se tomo en cuenta el Ln de cada variable. Las variables categéricas estan
expresadas en porcentajes, y se compararon con la Prueba de X* (P*¥)
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VARIABLE GENOTIPO P
K198K K198N/ N198N
n=162 n=59
IMC 27.67£4.17 27.77 £4.27 NS
Circunferencia de cintura 97.32 + 10.00 97.51 +9.77 NS
OBESIDAD 55 (34.2%) 20 (33.9%) NS
PERFIL DE LIPIDOS
Colesterol Total (CT) 191.93 + 38.10 190.49 + 34.77 NS
HDL 46.78 + 12.85 47.09 + 12.52 NS
LDL 117.87 + 32.96 118.69 + 29.08 NS
Colesterol no HDL 145.15 + 40.55 143.41 + 33.83 NS
Triglicéridos (TG) 176.10 + 148.62 154.43 + 75.73 NS
Hipertrigliceridemia 105 (65.2%) 38 (64.4%) NS
LDL Elevados 7 (4.4%) 4 (7.0%) NS
Colesterol Total elevado 27 (16.8%) 10 (16.9%) NS
Relacién CT/HDL 4.66 +1.42 459 +1.38 NS
Relacion LDL/HDL 2.74 +1.07 2.52 +.93 NS
Relacién TG/HDL 5.51 +4.37 6.57 £ 4.93 NS
Colesterol no HDL elevado 55 (29.3%) 13 (19.4%) NS
Colesterol Total_ HDL
elevado 76 (47.2%) 27 (45.8%) NS
LDL HDL elevado 56 (35.0%) 15 (26.3%) NS
TG _HDL elevado 133 (82.1%) 49 (83.1%)
PRESION ARTERIAL
Promedio Presion Sistélica
(PAS) 122.50 + 18.79 119.92 + 17.45 NS
Promedio Presion
Diastolita (PAD) 75.55 £ 9.63 74.78 £ 9.04 NS
Diagnostico Hipertension
Arterial Sistémica (HTAS) 37 (23.0%) 11 (18.6%) NS
SINDROME METABOLICO
ATP Ill Obesidad Central 47 (29,0%) 21 (35.6%) NS
ATP Il Hipo a
lipoproteinemia 123 (76.4%) 43 (72.9%) NS
ATP Il Hipertrigliceridemia 106 (65.8%) 38 (64.4%) NS
ATP Il Hipertension
Arterial Sistémica 109 (67.3%) 34 (57.6%) NS
ATP Ill Disglucemia 56 (34.6%) 14 (23.7%) NS
Diagnostico de Sindrome
Metabolico 92 (56.8%) 27 (45.8%) NS
Glucosa 101.02 +29.42 95.17 £ 21.47 0.077*
Diabetes Mellitus (T2D) 19 (11.7%) 4 (6.8%) NS
Dislipidemia aterogenica 56 (34.6%) 14 (23.7%) 0.143

Tabla 10. Comparacién de los parametros bioquimicos en la poblacién de Casos, de acuerdo a
la presencia de la variante rs5370 del gen EDN-1. Los datos representan la media + desviacion
estandar de variables continuas (IMC, Circunferencia de cintura, PAS, PAD, CT, HDL, LDL, C
no LDL, CT/HDL, LDL/HDL, TG/HDL, TG y glucosa), las diferencias entre genotipos se
compararon mediante analisis univariado (P*) ajustando por edad, género y tabaquismo. Para
TG y glucosa, se presentan las medias aritméticas, pero para andlisis estadistico se tomo en
cuenta el Ln de cada variable. Las variables categéricas estdn expresadas en porcentajes, y se
compararon con la Prueba de X2 (P**y
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VIl. DISCUSION

7.1Caracteristicas Generales de los Grupos de estudio

El indice de calcio en las arterias coronarias (iCAC) es considerado un
marcador especifico de aterosclerosis (Blankenhorn, 1961), y es un excelente
parametro para descartar la presencia de dafio ateromatoso asintomatico.
Entre los individuos aparentemente sanos que acudieron a Banco de Sangre
del Instituto Nacional de Cardiologia con fines de donacion, cerca del 25%
presentaron iCAC mayor a cero, es decir, ya tenian dafio ateromatoso en sus
arterias coronarias. Por ser una proporcién tan alta, se decidié estudiarlos
como un grupo independiente con aterosclerosis subclinica (AS). Este es un
hallazgo muy importante ya que 1 de cada 4 individuos adultos de poblacion
general que acuden a donacion de sangre tienen aterosclerosis subclinica sin
saberlo. Se desconoce qué proporcidon de estos individuos desarrollaran
eventos coronarios en el futuro, pero este dato tiene relevancia epidemioldgica,

y amerita estudios clinicos de seguimiento a largo plazo.

La comparacion de los pardmetros clinicos en los tres grupos de estudio
mostrd algunos datos interesantes, principalmente en lo que se refiere a las
diferencias entre los grupos de AS y EAC. En este sentido, los factores que
parecen diferenciar a ambos grupos independientemente de posibles
tratamientos anti-hipertensivos e hipolipemiantes son: la mayor frecuencia de
hipertension arterial, la mayor frecuencia de hipoalfa-lipoproteinemia, los
menores niveles séricos de HDL y la mayor frecuencia de sindrome metabdlico
en el grupo EAC. Los otros parametros del sindrome metabdlico
(hipertrigliceridemia, obesidad central y disglucemia) fueron similares en ambos

grupos (EAC y AS), y significativamente mayores que en el grupo control.

Llama la atencion que aunque la hipertension arterial fue mas frecuente en el
grupo de EAC prematura, este grupo presenta niveles de presion arterial
sistélica y diastdlica significativamente mas bajos que el grupo de AS (P=0.013
y P=0.046 respectivamente). Esto podria explicarse porque una proporcién alta

de casos (74%) estan en tratamiento anti-hipertensivo, y asi, aunque tienen
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diagnéstico de hipertension arterial, presentaron cifras de TA mas bajas. Por
otro lado se sabe que las estatinas disminuyen los niveles de las lipoproteinas
aterogénicas y disminuyen significativamente los eventos clinicos y la
mortalidad de aterosclerosis (Lusis, 2000). Asi, aunque la hipercolesterolemia
es un factor de riesgo bien establecido para la EAC, nuestro grupo de casos
presentaba niveles significativamente menores de colesterol total, LDL y
colesterol no-HDL que los otros 2 grupos. Esto probablemente también se deba
a que el 94% de los casos estaba bajo tratamiento hipolipemiante.

7.2 Limitaciones de los Estudios de Asociacion Caso-Control

Aunque los estudios de asociacidbn han permitido confirmar de manera
irrefutable la participacion de varios genes y sus variantes alélicas en diferentes
enfermedades multifactoriales (Loannidis et al., 2003; Lohmueller et al., 2003),
esta estrategia tiene limitaciones que debe tomarse en cuenta: los resultados
de los estudios de asociacién suelen diferir de acuerdo a la poblacion estudiada
(Singaraja et al., 2003; Knoblauch et al., 2004; Tregouet et al., 2004); en
poblaciones genéticamente heterogéneas como la nuestra, pueden dar
resultados falsos positivos si existe estratificacion de la poblacion (Hinds et al.,
2004; Ziv, 2003) o si el alelo en estudio tiene una baja frecuencia y/o un efecto
relativamente pequefio. Como ya hemos mencionado, si el efecto de una
variante es pequefio, se necesitan muestras muy grandes para tener un poder
estadistico adecuado, pudiendo dar resultados falsos negativos [Wang et al.,
2005 (b)]. A pesar de estas limitaciones, este tipo de estudios han contribuido
de manera importante a entender las bases genéticas de enfermedades
multifactoriales, y en ocasiones a entender los mecanismos fisiopatologicos de

las enfermedades.

7.3. Asociacion de la variante R230C del gen ABCA1 con EAC

La funcién de la proteina ABCA1 es compleja, esta implicada en el transporte
reverso del colesterol y la formacion de particulas HDL-C, pero se conoce muy
poco de su funcién en otros tipos celulares (Oram y Heinecke, 2005). Se sabe

que la variante R230C inhibe hasta un 30% el eflujo de colesterol de la proteina
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ABCAL in vitro (datos no publicados), por lo que puede considerarse que es un
polimorfismo funcional. Recientemente esta variante se asocio a niveles bajos
de HDL-C, sindrome metabdlico, obesidad y diabetes mellitus en poblacién
mexicana, todos ellos factores de riesgo para la EAC (Villarreal-Molina et al.,
2007; Villarreal-Molina et al., 2008). A pesar de esto, no se habia estudiado la

posible asociacion de esta variante con la EAC prematura.

Estudios epidemiolégicos han demostrado consistentemente una fuerte
asociacion entre los niveles bajos de HDL-C y el riesgo de isquemia miocardica
(Gordon et al., 1989; Lancet, 2007), pero en otras poblaciones los resultados
indican que tener niveles bajos de colesterol HDL por si mismo no predice un
aumento de riesgo para la cardiopatia isquémica (Schmidt, 2009). Existen
varios estudios de asociacion de otras variantes del gen ABCAL con niveles de
HDL-C, enfermedad arterial coronaria, cardiopatia isquémica y aterosclerosis
subclinica en que los resultados han sido inconsistentes (Clee et al.,, 2001;
Tregouet et al., 2004; Brousseau et al., 2001; Kyriakou et al., 2005; Frikke-
Schmidt 2009). Muchos de estos estudios analizan diferentes polimorfismos
gue son poco frecuentes en muestras de tamafo pequefio a moderado, lo cual
puede explicar estas inconsistencias. Frikke-Schimdt et al., (2008) reporté que
3 variantes no sinonimas (V771M, 1883M y E1172D) del gen ABCA1 aumentan
el riesgo de enfermedad isquémica en la poblacion danesa, mientras que otras

variantes en el mismo gen no afectan el riesgo de EAC.

Inicialmente, por estar asociada con varios factores de riesgo para EAC,
esperdbamos que en la poblacion de pacientes con EAC prematura (casos) la
frecuencia del alelo de riesgo (alelo C) fuera mayor. Sin embargo, fue lo
contrario, el alelo C fue mas frecuente en individuos con aterosclerosis
subclinica y en controles que en los casos (P= 0.025 y P= 0.079
respectivamente). Esto resulta muy interesante ya que independientemente de
estar relacionado a mas de un factor de riesgo, pareceria que el alelo C
confiere proteccion contra el infarto al miocardio. Hasta el momento nadie ha
reportado variantes del gen ABCA1 que confieran proteccion a desarrollar EAC,
por lo que los resultados obtenidos podrian ser un hallazgo importante. Aunque

la poblacion de estudio es pequefia, el resultado fue significativo o se acercé a
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la significancia, pero se debe aumentar la muestra para comprobar dicho

resultado.

Pareceria que la variante R230C aumenta el riesgo de aterosclerosis
subclinica, es decir que causa dafio al endotelio. Debe considerarse que existe
la posibilidad de que los individuos con AS desarrollen eventos coronarios en
un futuro, y que R230C fuera mas frecuente en pacientes con EAC no
prematura. Sin embargo, existe otra posibilidad relacionada con la funcién
plaguetaria. Se sabe que las particulas de HDL-C inhiben la agregacion
plaquetaria. Asi cuando la funcion de ABCA1 es deficiente, bajan los niveles
de HDL favoreciendo un estado pro-tromboético (Schmitz, 2006). Sin embargo,
existe evidencia importante de que la disfuncién de ABCAL1 altera la funcion de
plaquetas: En primer lugar, los enfermos con sindrome de Tangier presentan
trombocitopenia (niveles bajos de plaquetas en sangre) (Assman et al., 2000), y
sus plaquetas responden de manera diferente (mayor o menor) a diversos
agentes agonistas en comparacion con individuos normales (Shiastri et al.,
1980; Vergani et al.,, 1984: Harmon et al., 1986). Las plaquetas humanas
expresan ABCAL, y la ausencia de esta proteina afecta la formacion y
liberacion de cuerpos densos, y disminuye la capacidad de la respuesta de las
plaquetas tanto a la colagena como a dosis bajas de trombina (Nofer et al.,
2004). Parece que esta falla en la respuesta a la coldgena se debe a una
disfuncion de los cuerpos densos, que afecta la liberacion de agonistas de los
granulos delta durante el proceso de activacion plaquetaria. Ademas, los
ratones Knockout ABCA1l presentan diatesis hemorragica leve, asi como
anomalias visibles en el aparato de Golgi de las plaquetas (Orso et al., 2000).
Por todo lo anterior, cabe la posibilidad de que los individuos portadores de la
variante R230C con aterosclerosis subclinica tengan menor susceptibilidad a
desarrollar eventos coronarios clinicos por presentar alteraciones leves en la
funcién plaquetaria. Para poder dilucidar la razén por la cual la variante R230C
es menos frecuente en individuos con EAC prematura, primeramente debe
buscarse en un grupo de pacientes con EAC no prematura, y en segundo lugar
cuantificar el nimero de plaquetas, observar las caracteristicas de los cuerpos
densos mediante microscopia electrénica y realizar pruebas finas de

coagulacion en individuos homocigotos y heterocigocitos.
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7.4. Asociacion con los niveles de colesterol, obesidad, hipertension y

sindrome metabdlico.

La dislipidemia mas frecuente en toda la poblacion estudiada fue la baja
concentracion plasmatica de HDL-C, de acuerdo con lo previamente reportado
en poblacion mexicana (Aguilar- Salinas et al., 2001). En estudios previos en
poblacién mestiza mexicana, la variante R230C se asocid a niveles bajos de
HDL-C, sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2, mayor IMC y obesidad
(Villarreal-Molina et al., 2007; Villarreal-Molina et al., 2008). En nuestra
poblacién de controles, como era esperado, la variante R230C se asoci6 a
niveles bajos de HDL-C (aunque no alcanzo significancia probablemente por el
tamafio de la muestra), y a sindrome metabdlico (P= 0.029). Algo muy
interesante es que en nuestra poblacion la variante no estuvo asociada con
obesidad, IMC y circunferencia de cintura, lo cual podria deberse a que los
factores ambientales juegan un papel mas importante en el desarrollo de estos

fenotipos.

Algo que es importante mencionar es que al observar el grupo de casos, los
sujetos portadores de la variante R230C presentaron mayores niveles de
colesterol total, LDL y colesterol no-HDL que los no portadores. Aunque este no
es un estudio disefiado para estudiar diferencias en el efecto de farmacos
hipolipemiantes, llama la atencién esta diferencia, ya que no se ha reportado
que la variante R230C afecte los niveles de colesterol en la poblacién general,
y el 93% de los casos estan en tratamiento farmacoldgico hipolipemiante. Este
hallazgo sugiere que la variante podria estar afectando la respuesta al
tratamiento. Para analizar este posible efecto debe disefiarse un estudio

especifico de farmacogendmica.

7.5 Asociacion de rs5370 del gen EDN-1 con la EAC

La EDN-1 es el vasoconstrictor mas potente en el cuerpo y esta intimamente
relacionado con el endotelio vascular. Como resultado, se ha implicado a la

EDN-1 con diversos rasgos como niveles de lipidos en la sangre, hipertension,
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enfermedad cardiovascular y resistencia a la insulina (Shah, 2007). Se ha
encontrado que el polimorfismo K198N (rs5370) del gen EDN-1 se asocia con
hipertension y presion arterial sistdlica en interaccion con el IMC
(particularmente obesos) en poblacion Europea (Tiret et al., 1999) y en
japoneses (Asai et al., 2001; Jin et al., 2003), con resistencia a la insulina y
deterioro del transporte de glucosa (Irving et al., 2001; Strawbrige y EImendorf,
2005-2006), sindrome metabdlico y enfermedad arterial coronaria (Shah 2007;
Kanaya et al., 2007), y en poblacién Australiana Occidental el alelo menor fue
marginalmente asociado con un aumento en el grosor de la intima media
carotida (IMT) (Wiltshire et al., 2007). En poblacion canadiense, el analisis de
103 genes candidato para la enfermedad arterial coronaria mostré asociacion
de rs5370 con niveles bajos de HDL-C, menores niveles de adiponectina e
hipertension arterial (Paré et al., 2007).

Por estar asociado a diferentes factores de riesgo para la EAC en diversas
poblaciones, consideramos necesario analizar el polimorfismo rs5370 como
alelo de susceptibilidad para la EAC prematura. Sin embargo el alelo N198 no
mostré asociacion a la EAC prematura o a la AS (P=0.401 y P=0.232

respectivamente).

Al comparar los parametros clinicos y bioguimicos en el grupo de controles de
acuerdo al genotipo rs5370, solamente los niveles séricos de glucosa fueron
significativamente menores en los portadores del alelo 198N (89.55 + 14.55 vs
94.99 + 28.27, P=0.028), aun después de ajustar por sexo, IMC y edad. En el
grupo de casos, también los niveles de glucosa fueron menores en portadores
del alelo 198N, aunque sin alcanzar significancia estadistica (P=0.077). Estos
hallazgos son compatibles con la evidencia tanto clinica como experimental del
papel de la EDN-1 en la resistencia a la insulina previamente reportada en la
literatura (Irving et al., 2001; Strawbridge y ElImendorf, 2005-2006; Strawbridge
et al., 2005; Strawbridge y Elmendorf, 2006; Shin-Pei et al., 2008). A pesar de
toda esta evidencia, no se ha estudiado el papel de variantes polimorficas del
gen EDN-1 en la resistencia a la insulina, excepto en la poblacién Australiana
(Wiltshire et al., 2007) donde no se encontrd asociacion. Por este motivo, es

necesario confirmar estos resultados ampliando el tamafio de muestra y
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realizar mediciones de insulina y HOMA-IR que es un parametro mas confiable

para valorar la resistencia a la insulina.

Por otro lado, aunque hay evidencia de que la variante rs5370 se asocia a
niveles bajos de HDL-C, sindrome metabdlico, niveles de presion arterial y
obesidad (Tirer et al., 1999; Asai et al., 2001; Jian et al., 2003; Paré, 2007), el
polimorfismo rs5370 no se asocid de manera estadisticamente significativa a
niveles de HDL, LDL, triglicéridos, sindrome metabdlico o diabetes mellitus. Sin
embargo puede observarse que, aunque ninguno de los parametros alcanzé
significancia estadistica, los portadores de la variante 198N tuvieron menor
frecuencia de hipoalfa-lipoproteinemia (43.3 vs 51.6%), hipertrigliceridemia
(37.3 vs 46.8%), hipercolesterolemia (29.9% vs 34.6%), colesterol no-HDL
elevado (19.4% vs 29.3%), indice TG/HDL elevado (41.8% vs 52.1%),
dislipidemia aterogénica (23.9 vs 34.6%), y menor promedio de la relacion
TG/HDL que es un factor de riesgo coronario bien establecido, el cual mostré
una tendencia a la significancia estadistica (P=0.089). Asi, los portadores de la
variante presentan menores niveles de glucosa, y aparentemente menor
frecuencia de perfiles lipidicos aterogénicos. A pesar de que no alcanzan
significancia estadistica, es posible que el alelo 198N tenga un efecto menor en
el perfil de lipidos, el cual podria evidenciarse al aumentar el tamafio de la
muestra. Los posibles efectos metabodlicos de esta variante también podrian
estar enmascarados por el efecto mas importante de R230C del gen ABCA1l
sobre las HDL-C. Por todo lo anterior, consideramos que debe seguirse
estudiando el posible efecto de este polimorfismo en los parametros

metabdlicos en la poblacion mexicana.
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VI.

VIIl. CONCLUSIONES

La aterosclerosis subclinica tiene una frecuencia alta (25%) en adultos
mayores de 30 afios aparentemente sanos en la poblacién de la Ciudad
de México.

La variante R230C del gen ABCAL no confiere mayor riesgo de EAC
prematura, ya que la frecuencia del alelo menor en pacientes con EAC
prematura es baja. El alelo menor fue significativamente mas frecuente
en individuos con AS, aunque no se puede descartar la posibilidad de

que estos individuos desarrollen un evento coronario futuro.

En el grupo de controles, el alelo C230 mostro una tendencia estadistica
a la asociacion con menores niveles de HDL-C, sin alcanzar la

significancia probablemente porque la muestra es reducida.

No se observé asociacion del alelo C230 con mayor IMC y obesidad,
como estaba previamente reportado.

La variante rs5370 del gen EDN-1 no se asocio a niveles bajos de HDL-

C, obesidad o sindrome metabdlico.
El alelo menor de la variante rs5370 mostré asociacion estadisticamente

significativa a menores niveles de glucosa en ayuno, tanto en el grupo

de controles como en el de casos.
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IX. PERSPECTIVAS.

El presente estudio aporta evidencia de que la variante R230C del gen
ABCA1l podria proteger a los individuos con lesion ateromatosa a
desarrollar infarto al miocardio. Por lo tanto, ser4 importante comprobar
dicho efecto aumentando el tamafio de la muestra, buscando la
frecuencia de la variante R230C en individuos con EAC no prematura, y
evaluando la funcion plaquetaria de pacientes homocigotos C230C y

heterocigotos R230C tanto in vivo, como in vitro.

Al existir farmacos que regulan los niveles plasmaticos de colesterol,
sera necesario valorar si existen diferencias en la respuesta al

tratamiento en individuos con genotipos homo y heterocigotos.

Es necesario continuar evaluando el posible efecto de la variante rs5370

del gen EDN-1 en la EAC y la AS aumentando el tamafio de la muestra.

Es de gran interés evaluar el efecto del polimorfismo rs5370 del gen
EDN-1 en los niveles de insulina y HOMA-IR plasmaticos, ya que los
portadores de la variante presentaron niveles mas bajos de glucosa por
lo que podria estar jugando un papel importante en la resistencia a la

insulina.
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X. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

ALELO: Es cada una de las formas alternativas que puede tener un gen; es
decir, se presenta en diversas formas dentro de una poblacién de individuos. Los
organismos diploides poseen dos alelos de cada gen, uno de ellos procedente del
padre y el otro de la madre. Cada par de alelos se ubica en igual locus o lugar del

cromosoma.
En funcion de su expresion en el fenotipo se dividen en:

e Alelos dominantes: aquellos que aparecen en el fenotipo de los individuos
heterocigotos o hibridos para un determinado caracter.
e Alelos recesivos: los que quedan enmascarados del fenotipo de un

individuo heterocigoto y sélo aparecen en el homocigoto.

ALELO MAYOR: Aquel alelo que se presenta con mayor frecuencia en una

poblacion.
ALELO MENOR: Aquel alelo que es menos frecuente en una poblacién.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO: Es la asociacion no aleatoria de diferentes
alelos en 2 o mas loci. Dichos loci indican que no segregan de forma
independiente, es decir, que poseen frecuencia de recombinacion menor del

50%. Esto suele deberse a que los loci implicados se encuentran muy cercanos.

DISLIPIDEMIA: Alteraciones en los niveles de lipidos y/o lipoproteinas en suero.

EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG (EHW): Establece que la composicidon
genética de una poblacibn permanece en equilibrio mientras no actie la
seleccion natural o algun otro factor, y no se produzca ninguna mutacion. La ley
de HW afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una generacion de
apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual se

fijardn en un valor de equilibro particular. También especifica que esas
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frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funcion sencilla de las
frecuencias alélicas en ese locus.

Un locus con dos alelos A y a, con frecuencias alélicas de p y g respectivamente,
el EHW predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto dominante AA
es p? la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto recesivo aa es g
cumpliendo la expresion (p+q)? = p? + 2pq + g° para una poblacién que esta en
equilibrio genético.

ESTUDIO DE ASOCIACION CASO CONTROL: Estudio comparativo de dos
muestras, una de ellas constituida por sujetos que representan el suceso (casos)
y la otra por sujetos que no tienen el suceso (controles), comparando la

proporcion de sujetos que tiene el factor cuya asociacion se investiga.

EXON: Parte de un gen que permanece en el RNAm maduro. En los genes que
codifican una proteina, son los exones los que contienen la informaciéon para
producir la proteina codificada. Cada exdn codifica una porcion especifica de la
proteina completa, de manera que el conjunto de exones forma la region

codificante del gen.
FRECUENCIA ALELICA: Frecuencia de un alelo especifico en una poblacion.

FRECUENCIA GENOTIPICA: Frecuencia de cada genotipo (combinacion de
alelos) en una poblacién. Para una variante autosémica que es bialélica (que
existen solo 2 alelos diferentes en la poblacion), existirdn 3 diferentes genotipos

cuyas frecuencias sumadas deben ser = 1.

GEN: Es la unidad de informacion hereditaria que esta formada por un secuencia
o segmento de DNA siendo la unidad genética capaz de mutar (Bruce, 2000).
Estructuralmente es una secuencia determinada de nucleétidos, la cual puede
llegar a formar proteinas. Estos nucleétidos se almacenan en fibras o hebras
cuya estructura global forma lo que se conoce como ADN, el cual por procesos

de transcripcion y traduccion dara lugar a una proteina.
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HAPLOTIPO: Se define como la combinacién de alelos en multiples loci para un
mismo cromosoma. Es el conjunto de SNPs en una sola cromatida que se
encuentran estadisticamente asociados.

HDL Lipoproteinas de alta densidad (High density lipoproteins): Son aquellas
lipoproteinas que transportan el colesterol desde los tejidos del cuerpo hasta el
higado. Estan compuestas principalmente de colesterol esterificado unidas a la
apoproteina Al.

Estudios epidemiolégicos muestran que altas concentraciones de HDL
(superiores a 60 mg/dL) tienen una caracter protector contra las enfermedades
cardiovasculares (como la cardiopatia isquémica e infarto de miocardio). Bajas
concentraciones de HDL (por debajo de 35mg/dL) suponen un mayor riesgo de

estas enfermedades.

HETEROCIGOTOS: individuos cuyos cromosomas tienen diferentes alelos en un

locus especifico.

HIPERCOLESTEROLEMIA: Niveles de colesterol total en suero > 200mg/dL en

ayuno.

HIPERTRIGLICERIDEMIA: Niveles de triglicéridos en suero > 150mg/dL en
ayuno (12hrs).

HIPOALFALIPOPROTEINEMIA: Niveles de HDL en suero < 35mg/dL en ayuno.

HOMOCIGOTOS: Individuos cuyos cromosomas tienen el mismo alelo en un

locus especifico.

INTRON: Parte del gen que se encuentra entre 2 exones y que es cortado en el
proceso de maduracion del RNAm. Son regiones no codificantes. Estos pueden
contener informacion antigua, es decir; fragmentos de genes que probablemente
se expresaban pero que ya no se expresan actualmente, o bien secuencias

reguladoras.
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INTIMA: Capa mas interna de la arteria, recubierta por células endoteliales y

tejido conectivo.

LDL Lipoproteinas de baja densidad (Low density lipoproteins): Son
macromoléculas circulantes derivadas del procesamiento lipolitico de las VLDL
(lipoproteinas de muy baja densidad), por accién de diversas lipasas
extracelulares, principalmente la lipasa lipoproteica. Contienen particulas de

colesterol unidas principalmente a la apoproteina B.

Estudios realizados en animales han demostrado que niveles elevados de
colesterol en la fraccion LDL ("colesterol LDL" o "colesterol malo") se asocian

fuertemente al desarrollo de enfermedad aterosclerética.

LIGAMIENTO: Es la asociacion fisica entre dos loci, esto es, su cercania en una
misma hebra de ADN, lo que repercute en una baja frecuencia de recombinacion
entre ellos durante la meiosis y por lo tanto a una mayor probabilidad de herencia
conjunta. Esto se debe a que los quiasmas, estructuras de entrecruzamiento
generadas durante la recombinacion, se producen al azar a lo largo de un
cromosoma. Asi a menor distancia entre dos loci, menor probabilidad de que se

forme un quiasmay por lo tanto, se generen variantes recombinantes.

LOCUS: (del latin locus, lugar; plural loci) es una posicion de un gen o0 un

marcador genético sobre un cromosoma.

MEDIA ARTERIAL: Capa media de una arteria, formada principalmente por

tejido muscular.

MUTACION: Es una alteracion o cambio en la informacion genética de un ser
vivo, produciendo un cambio en el fenotipo que se presentan subita vy

espontdneamente y que se puede transmitir o heredar a la descendencia.

PLACA DE ATEROMA: Degeneracion y engrosamiento de la pared de arterias
de gran y mediano calibre, dada por depdsitos de colesterol, células inflamatorias

y células musculares lisas, formando estrias grasas en el subendotelio.
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RM, Raz6n de momios (OR- ODDS RATIO): Es el cociente entre la probabilidad
de que un evento suceda y la probabilidad de que no suceda. Es una medida
utilizada en los estudios epidemiolégicos, sobre todo en los estudios de cohorte,

asociacion caso-control y meta-analisis.

SINDROME-METABOLICO: Trastorno del metabolismo relacionado a la
obesidad y la resistencia a la insulina que se presenta cuando un individuo

cumple al menos de 3 de los 5 criterios establecidos en la Tabla 3.

SNP, Polimorfismo de un Solo Nucleétido (Single Nucleotide
Polymorphism): Es una variacion en la secuencia de DNA que afecta a una sola
base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G). Una de estas
variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacién para ser considerada
como un SNP. Los SNP forman hasta el 90% de todas la variaciones gendmicas
y aparecen cada 100 a 300 bases en promedio, a lo largo del genoma humano.
Estas variaciones en la secuencia del DNA pueden afectar la susceptibilidad de

los individuos a enfermedades.

Los SNPs pueden ocurrir en partes codificantes o no codificantes de un gen. La
mayoria de los SNPs ocurren en los intrones (intrénicos). Los SNPs que causan
un cambio de aminoacido en la proteina resultante se denominan SNPs
codificantes no sinénimos. Un cambio en un solo aminoacido puede no ser
importante si es conservador y ocurre fuera del sitio activo de la proteina. Los
SNPs codificantes sinbnimos son los que alteran la base situada en la tercera
posicion del coddn pero no causa sustitucibn aminoacidica debido a la
redundancia del cédigo genético.

VARIABILIDAD GENETICA: Se refiere a la variacion en el material genético de
una poblacion o especie. Esta variabilidad puede ser causada por mutaciones,
recombinaciones y alteraciones en el cariotipo (numero, forma, tamafio y
ordenacion interna de los cromosomas). Se dice que los procesos que eliminan la

variabilidad genética son la seleccion natural y la deriva génica.
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ABCA1l

ADN

EAC

EDN-1

HDL-C

IMC

INCICH

INCMNSZ

PCR

ARN

SNP

AHF

NCEP

RM

AS

Ln

NS

ICAC

ABREVIATURAS

Proteina transportadora de colesterol dependiente de ATP (ATP- binding
cassette A-1)

Acido desoxirribonucléico

Enfermedad Arterial Coronaria

Gen endotelina-1

Lipoproteinas de alta densidad (High density lipoprotein)

indice de masa corporal

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)

Acido ribonucléico

Polimorfismo de un solo nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism)
Antecedentes Heredo-familiares

National Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult
Treatment Panel 11l [ATP-111])

Razon de momios

Aterosclerosis Subclinica

Logaritmo Natural

No significativo

indice de Calcio Arterial Coronario
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