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RESUMEN

Introduccion: En los ultimos afios, entre los factores de riesgo para la enfermedad
arterial coronaria (EAC), se han identificado factores de riesgo emergentes entre los
que destaca la concentracion elevada de lipoproteina(a) (Lp(a)). La Lp(a) es sintetizada
en los hepatocitos y esta formada por una particula similar a la LDL a la que se une
covalentemente otra proteina, la Apo(a). Esta apoproteina es altamente polimorfica y
esta regulada hasta en un 90% por el gen LPA. Se han descrito varios polimorfismos
en el gen LPA. Actualmente la asociacion de estos con la concentracion de Lp(a), las
isoformas de Apo(a) y las diferentes manifestaciones de la EAC es motivo de intensa
investigacion. Los hallazgos han sido inconclusos y contradictorios. Se han informado
diversos grados de asociacion entre distintos grupos étnicos (europeos, africanos,
norteamericanos, hispanos y asiaticos), por lo que se ha concluido que el riesgo de
EAC asociado al gen LPA y las concentraciones de Lp(a) dependen de la poblacion vy el
disefio de estudio. El polimorfismo del gen LPA y su asociacion con la EAC en

poblacion mexicana se desconoce.

Objetivo: El objetivo de este estudio es investigar la asociacion de seis polimorfismos
del gen LPA (rs10455872, rs7765803, rs6907156, rs1321195, rs12212507 vy
rs6919346) con la concentracion de Lp(a) y el depdsito de calcio valvular aortico en una
muestra de adultos mestizo-mexicanos sin antecedentes personales ni familiares de
EAC.

Metodologia: Se seleccion6 una muestra de 1600 voluntarios aparentemente sanos
que participan en el proyecto Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA) que se
realiza en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. En las muestras de
estos sujetos se determind perfil de lipidos y lipoproteinas por métodos enzimaticos
colorimétricos, y la Lp(a) por nefelometria en equipo automatizado. Los polimorfismos
se determinaron por medio de PCR en tiempo real y el CVA por tomografia axial
computada (TAC). Para el analisis estadistico de los datos se utilizaron pruebas
paramétricas y no parameétricas dependiendo de la distribucidon de las variables

utilizando el software SPSS version 15.0.



Resultados: De los 1600 sujetos estudiados se obtuvieron datos de CAC en 1563
sujetos, 26.9% de ellos presentaron depdsito de calcio en las arterias coronarias y en
1270 se evaluo el CVA, 19.9% presentaron calcificacion valvular. La concentracion de
Lp(a) se midi6 en 634 individuos de los cuales 9.3% presentaron concentraciones

elevadas.

Respecto a los seis polimorfismos estudiados, los portadores de la variante
rs10455872-G se caracterizaron por tener mayor concentracion de Lp(a) (p< 0.001) y
presencia de CVA (p< 0.001) y los portadores de la variante rs7765803-G del gen LPA
tuvieron menor concentracion de Lp(a) (p=0.033) y menor frecuencia de CAC
(p=0.035).

Conclusiones:

Las variantes del gen LPA rs10455872-G y rs7765803-G tienen una asociacion
significativa e independiente con las concentraciones de Lp(a). Ambos polimorfismos
se asociaron significativa e independientemente con aterosclerosis subclinica, evaluada
como CVA para rs10455872-G y como CAC para rs7765803-G.



INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo heterogéneo de desérdenes
del corazon y de los vasos sanguineos. La cardiopatia coronaria, las enfermedades
cerebrovasculares, las arteriopatias periféricas, la cardiopatia reumatica y congénita,
asi como las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares se encuentran

dentro de este grupo’.

Epidemiologia de las enfermedades cardiovasculares

Las ECV son la principal causa de muerte en el mundo. Cada afio mueren mas
personas por ECV que por otra causa. Estas se presentan en cualquier estrato
socioeconomico y ubicacion geografica. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) 3 de cada 10 defunciones son causadas por estas enfermedades (aprox.

17.3 millones de personas mueren al afio en el mundo, 2012)".

En México, las ECV también ocupan las primeras causas de mortalidad en la
poblacién general con mas de 105,000 defunciones al afio y las cifras van en aumento
(Figura 1). La enfermedad cardiovascular es un problema que debe ser tratado en sus
etapas tempranas ya que pueden prevenirse eventos fatales si se actua sobre los
factores de riesgo de estas enfermedades, por lo tanto es importante un diagndstico

oportuno?.

Cambios observados en las 10 principales causas
Evolucion de Enfermedades del Corazén

Enf. del corazon —— 1998-2011
Diabetes mellitus — 110,000 ; ¢ 100.0
1 —— i . t
Tumores 105,000 3 = Defunciones =#=Tasa £ 95.0
: I 3 4
AcCidentes oy lgg.ggg i E 900
Enf. del higado ___ 8 A | aso
Enf. cerebrovasculares ___ m1998 5 90,000 = b 2
Agresiones (homicidios) __ ®2011 g 85,000 = F 80.0 i
Enf. Pulmonares obstructivas __ -g 80,000 i £ 75.0
Neumonia e influenza E Q 75,000 : E 700
Afec. Perinatales 70,000 - f
== £
65,000 ; 65.0
0.0 50.0 100.0 3

60,000 £ 60.0

Tasa

1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011

FUENTE: - Direccién General de Informacion en Salud (DGIS). Base de datos defunciones 1979-2012.
Sistema Nacional de Informacién en Salud (SINAIS). Secretaria de Salud. Aﬁos
* Tasa por 100,000 habitantes

Figura 1. Principales causas de Mortalidad General en la Reptblica Mexicana, 2000-2011.
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Factores de riesgo clasicos y emergentes

Dada la tasa elevada de mortalidad por las ECV y las evidencias que demuestran que
su deteccion y tratamiento tempranos son efectivas para disminuir el riesgo en la
morbi-mortalidad de la enfermedad®, es necesario identificar bio-marcadore especificos
y sensibles que permitan detectar la etapa preclinica silente de la enfermedad.
Biomarcadores con esas caracteristicas pueden orientar la implementacién de medidas

de prevencion y de tratamiento adecuados.

Un factor de riesgo es una accion, condicion anatémica o funcional, seroldgica,
genética o ambiental, que influye de manera estadisticamente significativa en la
probabilidad de que se presente o se desarrolle una enfermedad®. Los factores de
riesgo para las ECV se clasifican en clasicos y emergentes. Los clasicos consideran la
edad, el género, las dislipidemias, presion arterial alta, tabaquismo y diabetes.

Los factores de riesgo emergentes son condiciones o caracteristicas para los
que recientemente se ha demostrado una relacion causa-efecto significativa y
consistente, con el desarrollo de una enfermedad. Por ejemplo, las concentraciones
elevadas de lipoproteina(a) (Lp(a)), las citocinas, la proteina C reactiva, el fibrindgeno
y la homocisteina® son factores emergentes para las ECV. La presencia de varios
factores de riesgo en un individuo aumenta la probabilidad de que se presente un
evento cardiovascular; la precision en predecir el riesgo cardiovascular en un sujeto

varia considerablemente?.

Aterosclerosis subclinica

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es la afeccion mas comun dentro de las ECV.
La historia natural de ésta comprende un largo periodo silente o asintomatico conocido
como aterosclerosis subclinica®. Es un proceso patoldgico que puede iniciar en la nifiez
y progresa durante mas de 50 afos, sin embargo, el desarrollo es mas rapido en

sujetos que presentan factores de riesgo3.

La aterosclerosis es una enfermedad que el humano ha padecido durante mas

de 3500 afios’. Las primeras alteraciones comienzan en el endotelio o tinica intima de

-11 -



los vasos sanguineos, continuan en espacio subendotelial y progresivamente afectan
toda la pared, incluyendo las tunicas media y adventicia. En el espacio subendotelial se
deposita colesterol y se infiltran monocitos circulantes que se transforman en

macrofagos espumosos al incorporar el exceso de colesterol®.

Las células musculares lisas de la tunica media, estimuladas por factores
liberados por las células endoteliales y macrofagos, migran al espacio subendotelial
transformando su fenotipo contractil a secretor. Sintetizan y liberan proteasas que
debilitan la capsula fibrosa que contiene al colesterol y los macréfagos espumosos, el
centro necroético y apoptoético, los que favorece que la placa aterosclerosa se rompay la
formacion de un trombo que puede obstruir, parcial o totalmente la luz del vaso

sanguineo y provocar un infarto®.

La aterosclerosis subclinica se puede evaluar determinando la presencia de
calcio en las arterias coronarias (CAC), el depdsito de calcio en la valvula adrtica (CVA)

o el aumento en el grosor de la intima media carotidea®®'%-"2,

Calcificacidn Valvular Aértica (CVA)

La calcificacidon de la valvula adrtica es un problema frecuente en las personas mayores
de edad. Se estima que en el 2030 en los paises desarrollados habra 4.5 millones de
personas mayores de 60 afios con enfermedad de la valvula adrtica calcificada’. Por
mucho tiempo se considerd que la calcificacion de la valvula adrtica era consecuencia
del envejecimiento, sin embargo, actualmente se conocen factores de riesgo que
también influyen en este proceso dinamico y progresivo que involucra inflamacion,

acumulacion de lipidos y calcificacion™.

Se conoce como esclerosis de la valvula adrtica a los estados tempranos de
calcificacion. La etapa inicial de esclerosis adrtica se caracteriza por el engrosamiento
subendotelial, acumulacion de lipidos e infiltracion de células inflamatorias como
macréfagos, células espumosas Y linfocitos T'°. El 25-hidroxicolesterol, un producto de
la oxidacién del colesterol, estimula la osteogénesis y la calcificacion del tejido

valvular’®.

-12 -



Posteriormente se clasifica como estenosis a etapas avanzadas en las cuales la

9,14,17. Los

valvula disminuye su funciéon causando obstrucciéon del flujo sanguineo
estadios tempranos de la enfermedad se caracterizan por la presencia de calcio
valvular adrtico sin obstruccion hemodinamica®. El estrés mecanico en la valvula
bicuspide también pudiera asociarse con alteraciones estructurales y el proceso de
calcificacion valvular'. La tomografia axial computarizada (TAC) es una herramienta

sensible y precisa para cuantificar el calcio valvular®'®°.

Varios factores de riesgo para el desarrollo de la estenosis valvular son similares

a los de la aterosclerosis®?

(Figura 2). Entre los factores de riesgo emergentes
asociados significativamente con la CVA se encuentran algunos polimorfismos del gen
LPA y la concentracion elevada de Lp(a). Es decir que algunos sujetos estan

genéticamente predispuestos a presentar enfermedad de la valvula adrtica

calcificada’*?"%°.
Factores de riesgo de Factores Genéticos:
Aterosclerosis:
1) Receptor de vitamina D
1) Lipidos 2) Apolipoproteinas A1, By E
2) Hipertensién 3) Gen del receptor del estrogeno alfa
3) Sexo masculino 4) Notch1
4) Sindrome metabélico 5) Enzima convertidora de angiotensina
5) Tabaquismo 6) Interleucina 10
6) Diabetes 7 Factor de crecimiento del tejido conectivo
7) Falla renal 8) Receptor de quimiocina 5 (CCRS)
8) PCR elevada 9) Lp(a)
9) Hiperhomocisteinemia
10) Lp(a)
Valvula y Vélvula Adrtica
Adrtica Sana f > Calcificada

Modificado de Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2016;36:774-776
Figura 2. Factores de riesgo para la Calcificacion Valvular Adrtica.

Generalidades de la Lipoproteina (a)
En 1963, Kare Berg, usando anticuerpos obtenidos de conejos inmunizados con
lipoproteina de baja densidad (LDL) humana, identifico una variante genética de esta

lipoproteina que defini6 como un determinante antigénico al que llamé antigeno (a) de

lipoproteina o Lp(a)®®. En 1968 Berg demostré que la Lp(a) es una lipoproteina
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diferente a la LDL ya que en la electroforesis migra entre las particulas beta y prebeta,
por lo que también se le conocié como prebeta; o prebeta hundida®.

La Lp(a) Unicamente se encuentra en humanos, primates y erizos®’. ;Por qué el
gen de la Apo(a) se ha conservado en tan pocas especies? y ¢;Cual es su funcion
fisiolégica? Son peguntas para las que aun no se tiene respuesta, sin embargo, la
asociacion entre las concentraciones elevadas de Lp(a) y la EAC esta bien

demostrada?®2%-32,

Sintesis

La Lp(a) es sintetizada en el higado y sus concentraciones plasmaticas van desde
<1mg/dL hasta >1000mg/dL**. Concentraciones mayores a los 30mg/dL estan
asociadas con dos veces mayor riesgo de desarrollar EAC?®. A diferencia de las otras
lipoproteinas, las concentraciones de Lp(a) estan determinadas hasta un 90% por su
gen y no estan moduladas por la actividad de las enzimas que catalizan el metabolismo
de las otras lipoproteinas®, tampoco es un derivado del catabolismo de otra

lipoproteina ni es metabolizada para formar otras lipoproteinas®*=>*.

A pesar de las similitudes entre la LDL y la Lp(a), la sintesis y metabolismo de la
Lp(a) es independiente de la LDL?*. Se ha observado que la Apo(a), la LDL y la ApoB
se secretan por separado para unirse posteriormente y formar la Lp(a). Se sugiere que
hay dos pools de ApoB, uno para la LDL y otro para la Lp(a)****, lo que ha llevado a
confirmar que la sintesis de Lp(a) es independiente del metabolismo de la LDL.

Estructura y caracteristicas generales

El gen de la Apo(a) (LPA) y el del plasmindgeno (PLG) tienen 70% homologia®.
Ambos genes codifican para dominios estructurales altamente glucosilados en forma de
bucles conformados por aproximadamente 78 aminoacidos denominados kringles37.
Cada kringle(K) adquiere su forma caracteristica por la union de tres puentes disulfuro
entre residuos de cisteinas: Cys 1-6, Cys 2-4 y Cys 3-5 ?’. (Figura 3)

-14 -



Cys2

Hsieh Wu J. Lipoprotein(a) in vascular disease, cancer and longevity. Chang Gung
Med J. 2011;34:555-564. doi:3406/340601

Figura 3. Forma caracteristica del kringle.

El gen PLG codifica para una sola copia de cinco kringles diferentes (Kl al KV) y
un dominio proteasa activo. El gen LPA no codifica para el Kl, Kll y KIll, pero codifica
para multiples copias del KIV y una copia del KV, ademas de la region serin-proteasa
homologa en 94% al PLG *® pero sin actividad proteolitica®’. Los KIV y KV de la Lp(a)
son homélogos en un 84% y 91%, respectivamente, con los del plasminégeno®. A
diferencia del PGL, la Apo(a) presenta 10 tipos de KIV, el KIV tipo 2 (KIV;) esta
presente en multiples repeticiones, desde 2 hasta >50 copias determinando el tamafio y
peso molecular de la Apo(a)?* (Figura 4).

Plasminégeno (mr=s0 kpa)

g N T TR 7 I B

Apolipoproteina(a)
{Mr=300-800 kDa)

B A1 ) 8 Y Y % I I

(n=2 a>40 copias de KIV:)

11 a >50 copias del KIV

Modificado de Journal of Internal Medicine. 2013. 273: 6-30

Figura 4. llustracién esquematica de la homologia estructural entre PLG y LPA.

La Lp(a) es un complejo macromolecular con un diametro de aproximadamente
25nm y una densidad entre 1.05-1.12 g/mL39. La conforman una LDL y la apoproteina
(a), una proteina altamente glucosilada, rica en acido neuraminico con peso molecular
entre 300 a 800 kDa*"*’ (Figura 5).
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Numero variable de
repeticiones de KIV: <

PL- Fosfolipidos; TG-Triglicéridos; FC-Colesterol Libre; CE- Colesterol Esterificado; P-Dominio serin-proteasa;
Lys-Lisina
Modificado de Circulation: Cardiovascular Genetics, 2011;4:565-573.

Figura 5. Estructura de la Lp(a)

Se ha demostrado que la eficiencia en el ensamblaje de la Lp(a) se debe a la
formacion de enlaces no covalentes con lisinas localizadas en el KIV7 de la Apo(a) con
ApoB Lys680/ApoB Lys690 y el KIVg de la Apo(a) y ApoB Lys4372, y un puente
disulfuro entre la unica cisteina libre en la Apo(a), Cys1568 ubicada en el KIVy vy
Cys4326 en la ApoB. La ubicacidon de estos enlaces hace que la Apo(a) envuelva a la
LDL27'40.

El sitio de ensamblaje entre la Apo(a), la ApoB y la LDL aun es controversial.
Algunos estudios sugieren que puede ocurrir a nivel intracelular®® y otros datos
sugieren que puede ser a nivel extracelular *"*2. En lisados de hepatocitos primarios
humanos se han encontrado complejos Apo(a):LDL*}, indicando que la unién es a nivel
intracelular. Otros estudios in vitro han demostrado que la sintesis de Apo(a) se lleva a
cabo en los hepatocitos y que la union con ApoB ocurre en la superficie celular o en el
espacio de Disse****. También se ha sugerido que la Lp(a) se desensambla y vuelve a
ensamblarse en el plasma. Esto significa que la Apo(a) no siempre se encuentra unida
a la ApoB *° lo que podria explicar la inconsistencia de los reportes sobre el sitio en el
que se ensambla esta lipoproteina®.
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En el proceso de sintesis, la Apo(a) recién sintetizada entra al reticulo
endoplasmico donde es plegada vy liberada, ya sea al Aparato de Golgi o transportada
al proteosoma para ser degradada. La calnexina es una proteina chaperona del reticulo
endoplasmico que unida a la Apo(a) previene su degradacion. El plegamiento de la
Apo(a) no aparenta ser dependiente del tamano, sin embargo, un porcentaje mayor de
isoformas grandes (>22KI1V) son degradadas en comparacion a las isoformas pequefas
(<22KI1V). Lo que explica por qué las concentraciones plasmaticas de Lp(a) son

inversamente proporcional al tamafio de la isoforma de Apo(a)***® (Figura 6).

Proteosoma O\

Sintesis -\ __

\,.Q = A
Degradacién )
Citoplasma * ( ¢ .“ A)
3 \ %ﬂn.nlb / Lumen RE : ,\
\%‘ /
P %@@@ o)

TN\

Membrana RE

BiP- Chaperona molecular endopldsmica; PDI-Proteina disulfuro isomerasa.
Modificado de Metabolism. 2013;62(4): 479-491

Figura 6. Ensamblaje de Lp(a)

Metabolismo

El sitio en el cual la Lp(a) y la Apo(a) son catabolizadas aun no esta claro. Se ha
sugerido que la Apo(a) puede ser cortada en fragmentos en el plasma, higado y otros
tejidos antes de excretarse por la orina. No se sabe si existen receptores especificos
para la Lp(a), como los descritos para otras lipoproteinas®*, sin embargo, se sabe que
la Lp(a) y la Apo(a) se unen a las proteinas de la pared vascular. La Lp(a) también se
puede unir al VLDLR o megalina, y ser captada por hepatocitos, fibroblastos o
macrofagos. (Figura 7)
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Modificado de Metabolism. 2013;62(4): 479-491
Figura 7. Catabolismo de la Lp(a)

Se han descrito que independientemente del tamafio de la isoforma de Apo(a),
se generan hasta 10 fragmentos distintos con peso molecular de 30 a 160 kDa
derivados de la regiéon N-terminal*’. Esto sugiere que hay enzimas que cortan la Apo(a)
en sitios especificos*®*°. Los fragmentos encontrados en el plasma son mas largos que
los encontrados en orina cuya proporcion es de 1-3% de la Apo(a) plasmatica®**°.
Estudios in vitro®® han mostrado que la Apo(a) es sustrato de la enzima elastasa
neutrofila que corta a la Apo(a) entre el KIV,s y el KIVs y de la enzima MMP-12 o
elastasa macréfaga que fragmenta la Apo(a) en los mismos KIV pero en diferente
posicién®'. No se han encontraron fragmentos de Apo(a) cuando es incubada con
plasma ex vivo, o que sugiere que la fragmentacion se lleva a cabo en los tejidosSZ.
Los fragmentos encontrados en la orina sugieren que hay diferentes mecanismos
1>,

catabolicos para las regiones C-terminal y N-termina Sin embargo, las

concentraciones de Lp(a) aumentan en pacientes con enfermedad renal y los
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fragmentos de Apo(a) disminuyen en la excrecion urinaria lo que sugiere que el rinon

es importante y necesario en el catabolismo de Apo(a)*.

Por otro lado, por su similitud con la LDL, el receptor para esta lipoproteina se ha
sugerido como un posible sitio de captacion y degradacion de Lp(a), sin embargo, la
remocion de Lp(a) por esta via, si existe, es limitada y el papel que este desempenia en
su catabolismo es controversial®*. Unicamente una pequefia fraccién de Lp(a) se une al
hepatocito por medio de los receptores de LDL®?, algunos estudios han demostrado
que la Lp(a) circulante se une, con menor afinidad, a estos receptores®°. Por otro
lado, hay evidencia que los receptores de LDL no son tan importantes para la remocion
de la Lp(a) del plasma dado que las estatinas no alteran las concentraciones de Lp(a) a
pesar de inducir una sobreexpresion de los receptores de LDL®’.

Se ha observado que la Lp(a) se une con mayor afinidad a otros dos receptores,
el receptor VLDL (VLDLR) y el de megalina/330gp®®. El VLDLR se expresa en el
corazdn, musculo esquelético y tejido adiposo. La megalina es un receptor de
endocitosis que se expresa en la membrana de células epiteliales, musculo
esquelético y en el células del tibulo proximal de las nefronas® y es mas abundante
en el tejido tiroideo. La Lp(a) se une a la megalina y es catabolizada en los fibroblastos.
El significado de la captacién y degradacién de la Lp(a) por VLDLR® y la megalina in
vivo aun no esta claro. Se ha sugerido que los receptores de plasminégeno reconocen
los sitios de unién a lisinas (LBS) de la Apo(a) pero se desconoce si contribuyen a la
degradacion de Apo(a)®’.

Otros receptores pueden estar involucrados en la eliminacién de la Lp(a) como

son los receptores de asialoglicoprotel’na62 y receptores de macréfagos “scavenger”ﬁo.

Estudios in vivo indican que las variaciones de las concentraciones plasmaticas
de Lp(a) en individuos con isoformas diferentes se deben a la tasa de produccion de
Apo(a) y no a la tasa de eliminacion®®.
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Funciones

Aun se desconoce la funcion fisioldgica de la Lp(a) y como es que ésta lipoproteina se
conservo solo en los primates, continua siendo un enigma. La complejidad de la Lp(a) y
el limitado numero de modelos animales ha complicado los estudios para determinar su
funcion®*,

Sin embargo, se sabe que la Lp(a) participa en diferentes procesos celulares
moleculares®®. Se le ha identificado en tejidos dafados por lo que se ha sugerido que
participa en la regeneraciéon de tejidos, ya que su colesterol es utilizado por los
fibroblastos para la reparacion y proliferacion celular en la pared de vasos

sanguineos>®40:64-%¢,

Por su similitud estructural con el plasmindégeno, tiene una accion pro-

trombética. La terminacion proteasa de la Apo(a) tiene una mutacién dénde Ser®®'-11e°%?

es substituida por Arg®®'-Val®®*> manteniendo su homologia con la terminacion proteasa

del plasminégeno®*®’

ésta modificacion resulta en inactivacion de la region proteasa de
la Apo(a) pero conserva la capacidad de unirse a sitios de union a la lisina en la fibrina.
De esta manera la Apo(a) inhibe por competencia, la union del PG a la fibrina y por lo

tanto su conversién a plasmina, enzima que hidroliza la fibrina*®®""

y limita la
formacion de trombos. Se ha observado que las isoformas pequefas de Apo(a) tienen

mayor potencial para competir por el plasminégeno e inhibir la fibrindlosis’ (Figura 8).
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Lipoproteina a: Lp(a) factor de riesgo vascular emergente. Opciéon Médica; 1036:30-36.

Figura 8. Actividad antifibrinolitica aterotrombética de la Lp(a).

La Lp(a) puede inhibir la activacion del plasminégeno por medio de otras vias:
inhibiendo la asociacion del complejo ternario entre el plasmindgeno, la fibrina y tPA;
reduciendo la disponibilidad de tPA’%; aumentando la expresion de PAI-1 dependiente
de PKC™, y asociandose al inhibidor serin-proteinasa 1 (SERPINA1), ambos
inhibidores de tPA; y uniéndose a az-microglobulina, un inhibidor de plasmina®’ (Figura
9). El resultado de estas interacciones son efectos anti-fibrinoliticos, proliferacion de
células musculares lisas y migraciéon de estas células al espacio sub-endotelial para
formar parte de la placa aterosclerosa **

(3)
SERPINAIL

Plasmindgeno

Plasmina— Activa

PN ﬁ TGEp
(4)

a2-macroglobulina”” Aterogénico
+ Fibrindlisis
* 1 Migracién SMC
« 1 Proliferacién SMC

Hindawi|Puinshing Corp. Cholesterol Vol.2012, Article ID 923289, 10 pages doi:10.1155/2012/923289

Figura 9. Acciones protrombdticas de la Lp(a)
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Se han realizado diversos estudios clinicos y experimentales para conocer las

funciones de la Lp(a) y su participacion en el desarrollo de la EAC. Comparada con la

LDL, la Lp(a) tiene mayor afinidad por la matriz de la capa intima de la pared

vascular.” Estudios in vitro han mostrado que la Lp(a) se une a varias proteinas

extracelulares como la fibrina, a péptidos como las defensinas liberados por neutréfilos

durante la inflamacién™ y varias proteinas de la pared arteria

76
| .

En la Tabla 1 se enlistan algunas de las interacciones de la Lp(a) con diversas

moléculas y los posibles efectos aterogeénicos.

Tabla 1. Acciones aterogénicas de la Ip(a) como efecto de sus interacciones moleculares.

Factor de Interaccion Interacttia con

TFPI Apo(a)
GPllb/llla (Integrina
b B3) Lo(a)
PAF Apo(a)
TRAP Lp(a)
awfz (integrina de
Mac-I) Apo(2)
Integrina oS3 KIV1o; KV
Integrina oS3 KIVg
IL-6 Promotor Apo(a)
Integrina a3 Lp(a) & Apo(a)
integrina Mac-1
Lp(a
(auB) p(a)
Integrina oS3 KIVioy KV
Acciones directas de Lp(a)
Lp(a)
Lp(a)
Lp(a)
Lp(a)
OxLp(a)
OxLp(a)

Lp(a); Apo(a) <22KIV,

Accion
Inactiva
Inhibe

Aumenta
Inhibe

Promueve

Reduce

Inhibe
Aumenta
Promueve

Promueve

Accion

Promueve

Induce

Atrae
Induce

Incrementa

Induce

Induce
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Efecto
Promueve coagulacién

Agregacion plaquetaria

Agregacion plaquetaria
Agregacion plaquetaria
Adhesion y migracion
transendotelial
Produccién y actividad de
TGFB

Activacion TGF3
Expresion de Lp(a)
Migracién transendotelial

Adhesién de monocitos

Proliferacion de células
endoteliales

Efecto

Secrecion de citocinas
proinflamatorias (IL-8, IL-18,
TNF-a. y MCP-1)
Expresion de moléculas de
adhesién (ICAM-1, VCAM-1 y E-
selectina)

Células inflamatorias a sitios de
deposicion
Proliferacién de las células del
musculo liso
Proliferacién de las células del
musculo liso
Expresion PDGF (aumenta la
proliferacién dentro de las
paredes vasculares)
Quimiotaxis de monocitos

Referencias
37,77

78

79
68

36,80

81,82

83
84
80,85

80

64,81

Referencias

64,86

87,88

87
89,90

90

91

92



La Lp(a) es un importante acarreador de fosfolipidos oxidados (OxPLs)%

que
se unen covalentemente a la Apo(a) y se asocian de manera directa con la
concentracién de Lp(a) * pero de manera inversa con el tamafio de la isoforma de
Apo(a)® (Figura 10). Los OxPL pueden acumularse en lesiones aterosclerosas® vy

contribuir a la desestabilidad y vulnerabilidad de la placa®. La degradacién de los OxPL

a lisofosfatidilcolina y acidos grasos libres participan en los procesos pro-inflamatorios
93,97

asociados a la aterogénesis

Estructura de la Lp(a) con 13 KIV. Unido covalentemente a la Apo(a)
se encuentra un fosfolipido oxidado (OxPL), 1-palmitoil-2-oxovaleroil-
sn-glicero-3-fosfocolina (POVPC), quien se disuelve en la fase lipidica
de la ApoB.

Modificado de Tsimikas S. The re-emergence of lipoprotein(a)

in a broader clinical arena. Prog Cardiovasc Dis (2016)

Figura 10. Lp(a) acarreando un fosfolipido oxidado.

En resumen, los mecanismos pro-aterogénicos y protromboticos de la Lp(a)

incluyen:

Modulacion de la agregacion plaquetaria.
Reduccion de la fibrindlisis.
Reclutamiento de células inflamatorias.
Induccion del remodelamiento vascular.
Transporte de OxPL

o M 0N =

Actualmente la Lp(a) es considerada un factor de riesgo emergente para ECV*'.
El riesgo esta estrechamente relacionado con las propiedades y caracteristicas de la
Apo(a)®. Sin embargo, en los individuos con concentraciones no detectables o muy
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bajas de Lp(a) no se han observado deficiencias ni predisposiciones para padecer

alguna enfermedad®.

Isoformas de Apo(a) y concentracion de Lp(a)

Una caracteristica intrinseca de la Lp(a) es que, como en ninguna otra
lipoproteina, su concentracion en plasma y las caracteristicas moleculares de la apo(a)
estan determinadas hasta en un 90% por variantes en gen LPA%, y su concentracién

24100~ Factores como edad, sexo,

es casi constante durante la vida de un sueto
alimentacién y habitos no tienen efecto sobre su concentracion'’; por lo que se dice
que estan bajo control genético. El gen LPA se localiza en el mismo cluster del gen
PLG en el brazo largo del cromosoma 6 en la region 6q.2.6-2.7%. En la mayoria de los
individuos se expresan los dos alelos para Apo(a), aunque no siempre en la misma
proporcion'®. La peculiaridad del gen LPA son las mdltiples copias del KIV y
variaciones en su secuencia de aminoacidos. Se han descrito hasta 10 tipos diferentes:
KIV4-KIV+o. Cada repeticién tiene 342 pares de bases de largo y codifica para 114 aa #'.

102

El numero de repeticiones de KIV esta determinado genéticamente -“, los sujetos

heterocigotos expresan dos isoformas con numero variable de KlV,, desde 2 hasta mas
de 40, por lo que en el plasma se encontraran dos particulas diferentes de Lp(a)'®.

(Figura 11).

—[Ka1[Ka2[Ka3[Ka4[Ka5[Kd6|Kd7|Ka8|Ka9[Ka10] k= | oo |=—
1

Pequenas Grandes
[K42]---[K4-2[K4-2] [K42]---[K42|K42[K42[K42]

Gen de Apo(a)
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@
L
©
£
(72}
o)
Q,
=
©
=
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=)

Poblacién de particulas mixta

Modificado de Enkhmaa. B. Journal of Lipid Research. 04 Dic 2015.

Figura 11. Isoformas de Apo(a) y Lp(a) plasmatica.
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Por otro lado, se ha sugerido que la variacion en el locus del gen para LPA,
controla el tamaro de la isoforma y consecuentemente las concentraciones de Lp(a) en
plasma (Figura 12). El numero de repeticiones del KIV de la Apo(a) se asocia
inversamente con la concentracidén de la Lp(a) en plasma la cual puede variar de cifras

indetectables hasta concentraciones de 200 mg/L.

Peso Molecular de la Apo(a)

70 4

60 60 Bajo (LMW) Alto (HMW)

52
50 4 49
“7 I

30
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19
15 14 4
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Nl B B B B B B BN B
11-16 17-19 20-22 23-25 26-28 29-31 32-34 35-37 > 37

Namero de repeticiones del KIV

—— Punto de corte [Lp(a)] >=30mg/dL.
Modificado de Journal of Internal Medicine, 2013, 273; 6-30

Figura 12. Relacién entre el tamafio de isoforma de Apo(a) y la concentracion de Lp(a).

La relacion inversa entre el tamafno de apo(a) y la concentracién de Lp(a) se
debe a que los tamafios pequenos se sintetizan y secretan mas eficientemente por los
hepatocitos. Se ha observado que en ciertas enfermedades se altera la concentracion
de Lp(a), se incrementa en condiciones de inflamacién cronica como artritis
reumatoide, lupus sistémico eritematoso y SIDA, o que padecen falla crénica renal,
trasplante de corazon e hipertension arterial pulmonar. Por otro lado, enfermedades
hepaticas y abuso en el uso de hormonas esteroideas disminuyen sus

concentraciones?*.

Se ha reportado que polimorfismos en el gen LPA debidos a variaciones en un
solo nucledtido (SNP) explican un poco mas del 90% de las concentraciones de
Lp(a)'®'%® | 69% se debe a variaciones en el nimero de KIV,, 22% a variaciones en la
secuencia de aminoacidos de los KIV, 1% a efectos de otros genes y 8% a otros

factores no genéticos'®.
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Diferencias étnicas en la concentracion de Lp(a)

Los determinantes genéticos de las concentraciones de Lp(a) han sido investigados
ampliamente en diferentes grupos étnicos. Se ha mencionado que las diferencias de
concentracion entre grupos se explican mediante: 1) la frecuencia alélica, 2) la region

variable del nimero de copias (CNV) del KIVs, 3) los polimorfismos en gen LPA™'%""3,

Dependiendo del grupo étnico, entre 30% y 70% de la variacion en las
concentraciones de Lp(a) se explica por el nimero de repeticiones del KIV, """, La
variacion entre las étnias muy posiblemente esté asociada con la compleja arquitectura
genética entre CNV del KIV, y los SNPs en el gen LPA%.

Los niveles plasmaticos pueden diferir mas de 1000 veces entre individuos de la
mismo grupo étnico,?* sin embargo, la distribucion de las concentraciones de Lp(a) son
muy variadas en entre una poblacién y en la mayoria de los grupos étnicos esta
altamente sesgada hacia concentraciones bajas (< 30mg/dL) %' (Figura13).

En las poblaciones sub-saharianas y afroamericanas, la distribucion de la Lp(a)
tiende a la normalidad y las concentraciones son 2 o 3 veces mas elevadas que las de

poblaciones caucasicas u orientales'™

. Algunos grupos étnicos con ancestros africanos
presentan concentraciones de Lp(a) hasta cuatro veces mas altas que grupos con
ancestros europeos®. Se ha sugerido que el grupo étnico es un factor que debe ser
considerado para evaluar el riesgo cardiovascular asociado a Lp(a)'".
Aproximadamente el 25% de la poblacién tiene concentraciones mayores de 30 mg/dL
y se asocian con riesgo de desarrollar aterosclerosis. Sin embargo, dada la variabilidad
genética que existe entre poblaciones y los diferentes disefios de estudio, también se
ha sugerido que en algunas poblaciones deberian usarse, como punto de corte, cifras

mayores a 50 mg/dL?>%>116.
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Figura 13. Distribucion de la concentracion de Lp(a) en diferentes poblaciones.

Asociacion de Lp(a) con EAC

Actualmente la Lp(a) es considerada un factor de riesgo para EAC determinado
genéticamente?. Estudios  clinicos de  tipo  transversal?**'"7" vy
prospectivos>0:9107115118119 “han confirmado la asociacion entre las concentraciones
elevadas de Lp(a) y el tamafio de Apo(a) con el riesgo de desarrollar una EAC,
independiente de la presencia de otros factores de riesgo. Ademas la Lp(a) también se
asocia con gran variedad de moléculas que participan en la aterogénesis, por ejemplo,
citosinas inflamatorias, como TNF-a, TGF-B, IL-6 y MCP-1; por lo tanto, la participacion

de ésta podria ser multifacética® 2%,

Los SNPs del gen LPA como el CNV de KIV, han sido asociados
particularmente con ciertas ECV, como la CVA'"®.
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Asociacion de Lp(a) con CVA

La asociacion entre las concentraciones elevadas de Lp(a) y la calcificacion valvular
aortica se demostré hace mas de 10 afios'® y recientemente se informé que las
concnetraciones elevadas de esta lipoproteina se asocian con el resgo de presentar
calcificacién valvular adrtica®!, sin embargo, las evidencias de que la concentracion
elevada de Lp(a) pueden ser una caracteristica de los pacientes con calcificacion

valvular es escasa®.

Dado que la Lp(a) esta determinada genéticamente, diferentes estudios han
investigado la asociacion de los polimorfismos del gen LPA con las concentraciones de
Lp(a) y el riesgo de CVA. Thanassoulis et al. identifico la variante rs10455872 en el
locus LPA como susceptible para CVA'?®. Esta asociaciéon fue replicada en dos
poblaciones, Copenhagen City Heart Study y Malmé Diet and Cancer Study. En otro
estudio realizado por Dumitrescu et al'®
rs1652507, rs6907156, rs7755463, rs7765803 y rs12194138) asociados con
concentraciones de Lp(a) en poblacion latinoamericana residente de Estados Unidos.

(Tabla 2).

se encontraron seis polimorfismos (rs1321195,

Tabla 2. Polimorfismos del gen LPA

v Aol SN  MEOGE FECIENCR uiacn
rs10455872 A 0.9922 G 0.0078 Intrénica
rs6919346 C 0.8281 T 0.1719 Intrénica
rs6907156 T 0.9922 C 0.0078 Intrénica
rs1321195 G 0.9609 A 0.0391 Intrénica
rs12212507 G 0.9922 A 0.0078 Intrénica
rs7765803 C 0.2578 G 0.7422 Sin Sentido
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque varios estudios han descrito asociacion independiente y significativa de las
concentraciones elevadas de Lp(a) con la presencia de CVA, existen claras diferencias
entre los grupos étnicos. En poblacion mexicana se han descrito las concentraciones

de Lp(a)'®, las isoformas de apo(a)'?®

y su asociacion con la aterosclerosis en sujetos
mexicanos con y sin EAC'?. Sin embargo, se desconoce si la Lp(a) en plasma y las

variantes del gen LPA se asocian con el CVA.

JUSTIFICACION

En poblacion mexicana la prevalencia de CVA es de 20%, mayor a la de factores de
riesgo de enfermedad coronaria como la hipertension arterial y diabetes mellitus, pero,
ademas, los sujetos con calcificacion valvular presentan con mayor frecuencia factores
de riesgo coronario como obesidad, tabaquismo, hipertension, diabetes vy
dislipidemias'?.

Por lo anterior y debido a que se han informado diversos grados de asociacion entre
grupos étnicos, pero sobre todo a que los estudios de asociacion del polimorfismo del
gen LPA con el CVA realizados en grupos de méxico-americanos son inconsistentes,
es importante conocer en nuestra poblacion, el polimorfismo del gen LPA y su
asociacion con la CVA en poblacion mexicana.
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OBIJETIVO

El objetivo de este estudio es investigar la asociacion de seis polimorfismos del gen
LPA (rs10455872, rs7765803, rs6907156, rs1321195, rs12212507 y rs6919346) con la
concentracion de Lp(a) y el depdsito de calcio valvular aértico, en una muestra de
adultos mestizo-mexicanos sin antecedentes personales ni familiares de EAC.

HIPOTESIS

Como en poblacidon méxico-americana, los polimorfismos del gen LPA: rs10455872,
rs7765803, rs6907156 y rs1321195 estaran asociados con las concentraciones
elevadas de Lp(a) y con la calcificacion valvular aodrtica. Los polimorfismos rs12212507
y rs6919346 no estaran asociados con las concentraciones elevadas de Lp(a) ni con la

calcificacion valvular adrtica en sujetos mestizo-mexicanos sin antecedentes de EAC.
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DISENO EXPERIMENTAL

Estudio GEA

El estudio Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA) que se realiza Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH), tiene como objetivo examinar las
bases genéticas de la EAC y las relaciones entre los factores de riesgo, tradicionales y
emergentes, con la aterosclerosis clinica y subclinica en poblacién mexicana adulta. El
estudio incluyé una seleccion de 1200 pacientes con EAC prematura (edad al
diagnostico: <565 afos en hombres y <65 afios en mujeres) y 1600 sujetos sin historia

familiar o personal de EAC.

Los pacientes se seleccionaron de la consulta externa y del Departamento de
Hemodinamica del INCICH, sin evento cardiovascular agudo, falla cardiaca congestiva
o tratamiento con corticosteroides en los tres meses previos al estudio. Los
participantes sin EAC fueron seleccionados de voluntarios que acuden con fines de
donacion al Banco de Sangre del INCICH o bien reclutados mediante invitacion
realizada a la poblacién que acude a centros de servicio social. Los participantes con
evidencia de enfermedad hepatica, renal, oncoldgica o tiroidea no fueron incluidos.

En este trabajo en particular, se realizé un estudio de asociacion genética para
relacionar un marcador genético particular, los polimorfismos del gen LPA, con una
enfermedad especifica de la poblacion, la presencia de CVA. Para realizar este estudio
se consideraron cuatro componentes mayores: (l) la enfermedad o el rasgo a ser
estudiado, (ll) el grupo de individuos en el cual el rasgo o enfermedad va a ser medido,
(Ill) los marcadores genéticos (SNPs) que serian genotipificados, y (IV) el método
analitico para evaluar la asociacién entre el genotipo y la presencia de CVA'%.
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METODOLOGIA

Poblacion

Se incluyeron 1600 sujetos sin antecedentes familiares o personales de EAC, de
ambos géneros (mujeres: n=812; hombres: n=788) con un rango de edad de 30 a 75
anos, residentes de la Ciudad de Meéxico, sin relacion familiar entre si, mestizos

mexicanos en al menos en tres generaciones previas al estudio.

A los participantes se les aplicaron cuestionarios validados y estandarizados
para obtener informacion demografica, nivel de escolaridad, antecedentes familiares y
personales de riesgo cardiovascular, actividad fisica (cuestionario de Baecke), dieta,
consumo de alcohol, tabaquismo y uso de medicamentos (Anexo |). El cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos, fue disefiado y validado por el Instituto Nacional
de Salud Publica de México'°.

Consideraciones éticas

El estudio GEA fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” y realizado de acuerdo a los lineamientos de la
Declaracion de Helsinki. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado
(Anexo II).

Caracteristicas antropométricas

El peso se midio en kilogramos (kg) y la talla en centimetros (cm), utilizando una
bascula calibrada y un estadimetro de pared SECA 222 (Hamburgo, Alemania). El
indice de masa corporal (IMC) fue calculado como peso/talla® (kg /m?). La
circunferencia de cintura se midié con una cinta métrica de fibra de vidrio, en el punto
medio de la distancia entre la parte inferior de la ultima costilla y la cresta iliaca con una
aproximacion de 0.5 cm. La tension arterial sistélica y diastdlica se midid en tres
ocasiones, en posicidn sedente después de por lo menos 5 minutos de reposo,
utilizando un esfigmomanometro digital Welch Allyn, series 52000 (Shaneateies Fails,
N.Y. EUA). El promedio de las dos ultimas mediciones consecutivas se utilizd para el

analisis.
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Determinaciones bioquimicas

Con ayuno de 10 h a 12 h, después de 20 min en posicion sedente, se recolectaron
muestras de sangre venosa en tubos con y sin anticoagulante EDTA (1.8 mg/mL).
Después de centrifugar a 4° C, el plasma y el suero se dividieron en 20 alicuotas para
conservarlas a -70°C para su posterior analisis. El aislamiento de DNA se realizé por
medio de extraccion salina™' y se almacend a -70°C hasta su uso. En el plasma se
determinaron las concentraciones de glucosa, colesterol total (CT), triglicéridos (TG),
colesterol HDL (C-HDL), apolipoproteina Al (Apo-Al) y Apolipoproteina B (Apo-B) con
meétodos enzimatico-colorimétricos estandarizados (ver Anexo IV) en un autoanalizador
Hitachi 902 (Hitachi LTD, Tokio Japan)'2. El colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (C-LDL) se calculé usando la formula de Friedewald modificada por De Long
(C-LDL = CT - (TG*0.16 + C-HDL))'*. La reproducibilidad y precisién de las
determinaciones de los lipidos y lipoproteinas se evaluaron periédicamente por el
Programa de Estandarizacion de Lipidos del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (LSP-CDC, Atlanta, GA. EUA). Los coeficientes de variacion intra e
inter-ensayo fueron menores al 3%. La concentracion de Lp(a) y PCR de alta
sensibilidad se determin6 mediante inmunonefelometria en un autoanalizador BN
Prospec con los reactivos N Lp(a) y reactivos Cardiophase hsCRP (SIEMENS,
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Alemania) de acuerdo con los
procedimientos del fabricante (ver Anexo IV). Los coeficientes de variacion intra e inter-
ensayo fueron menores de 6%. La concentracion de insulina en suero se determiné por
radioinmunoanalisis (Human insulin RIA kit; Millipore, Cat. HI-14K, St. Charles, Missouri
USA) (ver Anexo |V). Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 2.1% vy
6.8%, respectivamente. La resistencia a la insulina se estimé con el uso del modelo de
homeostasis: HOMA-IR= [(Insulina (uU/mL) * glucosa (mmoL/L)) /22.5)]."** (Anexo IlI)

Genotipificacion
Los polimorfismos de LPA: rs10455872, rs7765803, rs6907156, rs1321195,
rs12212807 y rs6919346 fueron analizados usando ensayos para genotipificacion

TagMan en un equipo para PCR en tiempo real (Fast RT-7900). Para cada
polimorfismo se identifico el alelo de riesgo de EAC o la frecuencia del alelo menor
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(MAF) y los sujetos portadores del alelo de riesgo se compararon con los homocigotos
portadores del alelo silvestre.

Tomografia Axial Computarizada

La TAC con multidetector es un método validado para cuantificar la calcificacion
valvular aértica y arterial coronaria'®. En los participantes se evaluaron la calcificacién
arterial coronaria y la calcificacion valvular aortica expresada en Unidades Agatston
(UA). Las mediciones se realizaron utilizando un tomdégrafo helicoidal de 64 detectores
(Somaton Sensation, Siemens, Malvern, PA, EE.UU.) con sincronizacion cardiaca
mediante protocolo prospectivo con los siguientes parametros: 120kV, 120 mA y grosor
de corte de 3 mm, de acuerdo al método de Agatston'’. Este método correlaciona
significativamente con la masa de calcio medida directamente en las valvulas™®'’. Las
imagenes fueron interpretadas por radiélogos expertos. La variabilidad intra-observador
para CVA se analiz6 en 20 casos tomados al azar, el coeficiente de correlacién fue de
0.99 con p< 0.001.

Definicion de las variables

El sobrepeso se definié como indice de masa corporal (IMC) de 25 a 29.9 Kg/m?
y la obesidad como IMC = 30 kg/m?. Se considerd la existencia de obesidad abdominal
cuando los valores de circunferencia de cintura fueron = 80 cm en mujeres y 2 90 cm
en hombres'™®. Las dislipidemias se definieron de la siguiente manera:
hipercolesterolemia: CT > 200 mg/dL o C-LDL = 130 mg/dL, hipertrigliceridemia: TG 2
150 mg/dL, hipoalfalipoproteinemia: C-HDL< 40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en
mujeres, o cuando el voluntario se encontraba en tratamiento regulador de lipidos. La
hipertension arterial se definié con cifras de tension arterial sistdlica =2 140 mmHg o
diastolica =2 90 mmHg y/o uso de medicamentos antihipertensivos. La glucosa en ayuno
de 100 a 125 mg/dL se consideré como glucemia de ayuno alterada, mientras que los
valores 2126 mg/dL o el tratamiento con hipoglucemiantes se usaron para definir la
presencia de diabetes mellitus.”® El sindrome metabdlico se definié con base en los

criterios del NCEP-ATP 111'*°, excepto para la obesidad central®®.
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La actividad fisica se cuantificd utilizando el cuestionario de Baecke''. La
actividad total se obtuvo con la suma de los indices de actividad en el trabajo, durante
el ejercicio y en el tiempo libre. Este cuestionario se ha validado en poblaciones de

edad media y proporciona informacién confiable.

Para definir los puntos de corte de otros factores de riesgo cardiometabdlico en
la muestra estudiada, de la base de datos del estudio GEA se seleccion6 una
submuestra de individuos con las siguientes caracteristicas: IMC <30, sin hipertension
arterial, hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia y/o diabetes mellitus, resultando
una muestra de 185 mujeres y 131 hombres. La percentila 75 (P75) para los factores de
riesgo en la submuestra fueron los siguientes: insulina: = 15.20 yU/mL en hombres, y 2
16.97 pyU/mL en mujeres y para HOMA-RI elevado: = 3.38 en hombres, y = 3.66 en

mujeres.

Analisis estadistico

Las variables continuas con distribucion normal se expresaron como media + DE, y las
variables categdricas como mediana (rango intercuartil). La frecuencia alélica vy
genotipica del polimorfismo se obtuvo por conteo directo. Las variables con distribucion
normal se compararon con la t de Student y las variables con distribucion asimétrica
con la U de Mann-Whitney. La comparacion entre grupos se realizé utilizando la
prueba de Chi cuadrada para variables categoricas, la prueba de ANOVA para
variables continuas y Kruskal Wallis para variables no paramétricas. La asociacion
entre las variables se estimé mediante correlacion de Spearman. La independencia de
las asociaciones se evalué con analisis de regresion logistica multivariada (razén de
prevalencias OR) e intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Los valores de p< 0.05
para dos vias se consideraron estadisticamente significativos. Todos los analisis se
realizaron con el paquete estadistico SPSS v15.0 (SPSS Chicago, II).
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RESULTADOS

De los 1600 sujetos estudiados, 50.3% fueron mujeres. De estos, se obtuvieron datos
de CAC en 1563 sujetos, 26.9% de ellos presentaron depdésito de calcio en las arterias
coronarias y en 1270 se evalu6 el CVA, 19.9% presentaron calcificacion valvular. La
concentracion de Lp(a) se midié en 634 individuos de los cuales 9.3% presentaron

concentraciones elevadas (Grafico 1).

CAC>0

CAC=0

CVA>0

CVA=0

[LP(A)]>30

[LP(A)]<30

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Grafico 1. Frecuencia de aterosclerosis subclinica y concentracion de Lp(a) elevada en sujetos sin EAC.

Se obtuvieron las prevalencias genotipicas para cada polimorfismo y se
determind que el alelo de menor frecuencia (MAF) seria considerado el alelo de riesgo,
excepto para el polimorfismo rs7765803, ya que en la literatura esta definido que el
alelo de riesgo (AR) es el alelo rs7765803-G, '**'*® es decir el alelo silvestre (AS) es el
MAF (Gréfico 2). Se calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo y
se compararon las frecuencias esperadas vs. las frecuencias observadas utilizando
Chi-cuadrada (X?). Los seis polimorfismos se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, p>0.05.
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Grafico 2. Prevalencia genotipica de los polimorfismos de LPA en sujetos sin EAC.

Debido a la baja prevalencia del homocigoto de riesgo en cinco polimorfismos:
rs10455872 GG n=1, rs6919346 TT n=13, rs6907156 CC n=1, rs1321195 AA n=6 y
rs12212507 AA n=1, en nuestra poblacion de estudio, se decidi6 agrupar a los
portadores del MAF (heterocigotos y homocigotos) y compararlos con los homocigotos
del alelo silvestre, excepto para el polimorfismo rs7765803 para el cual se agruparon
los portadores del AR. Las frecuencias del MAF para cada polimorfismo se muestran
en el Grafico 3.
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Grafico 3. Frecuencias genotipicas agrupando portadores del MAF por polimorfismos de LPA en sujetos sin EAC.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas antropométricas y bioquimicas
para cada polimorfismo estratificado por alelo silvestre y MAF. No se encontraron
diferencias significativas en la edad, IMC, TAS, TAD, lipidos, lipoproteinas, Apos Ay B,
y glucosa para los polimorfismos rs6907156, rs1321195 y rs12212507.

La edad fue menor y las concentraciones de ApoA, Lp(a) y prevalencia CVA
fueron significativamente mayores en los portadores del alelo rs10455872-G
comparados con el alelo silvestre. El alelo rs6919346-T unicamente mostrd
concentraciones significativamente mayores para CT, y la variante rs7765803-C
presento diferencias significativas mayores en TAS, TAD, concentracion de Lp(a) pero
menores en la prevalencia de CAC.

Los sujetos con el alelo rs10455872-G tienen mayor concentracion de Lp(a) que
aquellos que tienen el alelo A (p<0.001) y mayor prevalencia de CVA en los portadores
del alelo de riesgo (19.0 vs. 29.4%, p=0.007).

Los sujetos portadores del alelo rs7765803-G tienen 50% menos concentracion

de Lp(a) que aquellos que tienen el alelo C (p=0.015).
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Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los polimorfismos de LPA en sujetos sin EAC.

rs10455872 rs6919346
TODOS AA AG+GG p cc CT+TT p
(n) (1600) (1454) (140) (1373) (224)
Edad, aiios 53.26+9.35 53.41%9.25 51.66=10.37 0.034 53.18+9.35 53.75+9.46 0.398
IMC, kg/m? 28.49+4.37 28.48+4.35 28.64+4.63 0.686 28.52+4.40 28.32+4.11 0.532
TAS, mmHg 117.27417.53 117.28417.59 116.88+16.80 0.792 117.35417.73 117.02416.26 0.796
TAD, mmHg 72.27+9.45 72.26%9.43 72.06=9.47 0.810 72.23%9.41 72.63%9.63 0.555
CT, mg/dL 192.95+37.53 192.67£37.66 195.09+34.86 0.466 192.18+37.52 197.61£37.21 0.045
TG, mg/dL 148.5 (112-204) 148.8(112.9-203.9) 146.5(99.7-207.8) 0.464 147.50(111.03-203.70) 157.10(112.60-205.30) 0.554
¢-LDL, mg/dL 118.11+31.79 117.86+31.79 119.81+30.46 0.488 117.68+31.78 120.75+31.63 0.181
¢-HDL, mg/dL 46.02+13.43 46.00+13.32 46.67+14.54 0.574 45.82+13.36 47.26+13.88 0.137
apoB, mg/dL 96.64+28.06 96.51£27.77 97.20+30.62 0.784 96.27+27.80 98.86429.52 0.201
apoA, mg/dL 137.89+35.87 136.91£34.79 149.11+44.98 0.003 137.34+36.40 141.07+32.43 0.150
Glucosa, mg/dL  90.5 (84-99) 91.0(84.0-99.0) 88.5(82.0-98.0) 0.071 90.0(84.0-99.0) 91.0(84.0-99.0) 0.632
Lp(a), mg/dL 508 (2.4-11.8)  4.70(2.34-10.18) 11.8(3.36-28.50)  <0.001 5.23(2.34-11.70) 3.96(2.34-13.20)  0.455
Lp(a)230, (%) 9.3 8.3 229 <0.001 10.8 7.1 0.510
CAC>0, UA (%) 26.9 26.8 29.2 0.539 26.9 26.7 0.761
CVA>0, UA (%) 19.9 19.0 29.4 0.007 19.5 21.8 0.104
rs6907156 rs1321195
TODOS i TC+CC p GG GA*AA p
(n) (1600) (1558) (36) (1390) (204)
Edad, afios 53.26+9.35 53.28+9.34 52.25+10.45 0.513 53.16=9.31 53.95+9.73 0.262
IMC, kg/m? 28.49+4.37 28.48+4.37 29.98+4.62 0.507 28.57+4.36 27.95+4.47 0.059
TAS, mmHg 117.27+17.53 117.20£17.52 119.33+17.44 0.477 117.33%17.53 116.69+17.42 0.625
TAD, mmHg 72.27+9.45 72.21%9.45 73.93+8.87 0.287 72.33+9.48 71.71%9.11 0.382
CT, mg/dL 192.95+37.53 192.92+37.46 191.38+36.02 0.807 192.8237.62 193.29+36.15 0.811
TG, mg/dL 148.5 (112-204) 148.60(112.00-203.98) 139.75(107.90-204.13) 0.629 149.00(112.00-204.73) 146.30(108.23-194.93) 0.312
¢-LDL, mg/dL 118.11+31.79 118.11£31.66 114.75+32.44 0.530 117.96+37.62 118.53+31.07 0.811
¢-HDL, mg/dL 46.02+13.43 46.05+13.50 46.60+10.31 0.811 46.07+13.24 46.00+14.72 0.946
apoB, mg/dL 96.64+28.06 96.64+28.03 93.42+27.62 0.495 96.45+28.00 97.38+28.19 0.661
apoA, mg/dL 137.89+35.87 137.88+36.14 141.19+25.07 0.585 138.46+36.21 134.48+33.81 0.143
Glucosa, mgidL  90.5 (84-99) 90.0(84.0-99.0) 92.0(85.0-104.5) 0.511 90.5(84.0-99.0) 90.0(85.0-99.0) 0.907
Lp(a), mg/dL 508 (2.4-11.8)  5.10(2.34-11.48) 19.60(2.34-27.60)  0.128 5.08(2.34-11.80) 4.87(2.34-11.83)  0.820
Lp(a)230, (%) 9.3 10.2 12.5 0.833 104 9.5 0.811
CAC>0, UA (%) 26.9 26.9 30.6 0.755 26.7 29.1 0.472
CVA>0, UA (%) 19.9 19.7 29.4 0.203 20.1 19.4 0.835
rs12212507 rs7765803
TODOS GG GA+AA p cc CG+GG p
(n) (1600) (1505) (89) (108) (1486)
Edad, afios 53.26+9.35 53.32%9.35 52.309.50 0.302 53.3129.44 53.26%9.36 0.957
IMC, kg/m? 28.49+4.37 28.55+4.37 27.68+4.36 0.060 28.45+4.42 28.50+4.37 0.906
TAS, mmHg 117.27+17.53 117.35217.55 115.72+16.89 0.378 121.64221.96 116.93217.11 0.007
TAD, mmHg 72.27+9.45 72.3029.36 71.47+10.55 0.404 74.77+10.60 72.07%9.32 0.004
CT, mg/dL 192.95+37.53 193.17%37.50 188.40+36.09 0.226 192.0536.40 192.94237.51 0.811
TG, mg/dL* 148.5 (112-204) 149.20(112.93-203.85) 134.30(95.75-209.75) 0.113 144.60(100.55-198.78) 148.75(112.00-204.00) 0.323
¢-LDL, mg/dL 118.11+31.79 118.31231.75 113.60£30.13 0.160 118.47+31.59 118.00231.69 0.882
¢-HDL, mg/dL 46.02+13.43 45.96+13.39 47.65+14.00 0.232 46.44+13.43 46.04+13.44 0.762
apoB, mg/dL 96.64+28.06 96.88+28.09 91.79+26.60 0.086 96.58+27.94 96.57+28.03 0.995
apoA, mg/dL 137.89+35.87 138.06236.18 136.25+31.76 0.634 136.3733.13 138.07236.13 0.636
Glucosa, mg/dL*  90.5 (84-99) 91.0(84.0-99.0) 90.0(82.3-97.0) 0.308 91.0(85.3-101.8) 90.0(84.0-99.0)  0.305
Lp(a), mg/dL* 508 (2.4-11.8)  5.09(2.34-11.88) 4.71(2.34-10.95)  0.590 8.91(3.39-23.95) 4.90(2.34-11.20)  0.015
Lp(a)230, (%) 9.3 9.8 15.6 0.224 9.6 20.5 0.029
CAC>0, UA (%) 26.9 275 19.0 0.069 36.5 26.3 0.022
CVA>0, UA (%) 19.9 20.2 17.1 0.493 22.1 19.9 0.615

Los datos expresan el promedio+DS o la mediana (rango intercuartil).

Valor de p calculado con ANOVA, *Analisis H de Kruskal-Wallis.

IMC- indice de masa corporal, TAS- tensién arterial sistdlica, TAD- tension arterial diastdlica, CT- colesterol total, TG- triglicéridos, c-LDL- colesterol de baja
densidad, c-HDL- colesterol de alta densidad, ApoB- apoproteina B, ApoA- apoproteina A, HOMA-IR- modelo homeostético de resistencia a la insulina, PCR-
proteina C reactiva, Lp(a)- lipoproteina (a), Log Lp(a)- logaritmo de lipoproteina (a), CAC- calcio arterial coronario, Ln CAC- logaritmo natural de calcio arteria

coronario, CVA- calcio valvular aértico. UA: Unidades Agatston.
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Unicamente el polimorfismo rs10455872 se asocié significativamente con CVA
por lo que se realizd una regresion logistica multivariada para determinar la
independencia de la relacion entre el alelo rs10455872-G de la LPA con la
concentracion plasmatica de la Lp(a) y el CVA (Tabla 4). Un analisis similar se realizé
para conocer la asociacion del alelo rs7765803-G de la LPA con la concentracion
plasmatica de la Lp(a) y el CAC (Tabla 5).

La asociacidon entre la variante rs10455872-G de la LPA y la concentracién de
Lp(a) elevada (>30mg/dL) es significativa e independiente de otros factores de riesgo
coronario. Los portadores del AR tienen mayor riesgo de presentar Lp(a) elevada
(Modelo 3: OR:3.68 (IC 95% 2.08-6.52), p=<0.001) (Tabla 4).

Los portadores de alelo rs10455872-G se asociaron significativa e independiente
de otros factores de riesgo, con la Lp(a) elevada y la presencia de CVA (Modelo 3:
OR:2.54 (IC 95% 1.56-4.14), p=<0.001). No se encontr6é una asociacion independiente

ni significativa de esta variante con el CAC (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de regresion multivariado entre el polimorfismo rs10455872 de LPA con Lp(a) > 30 mg/dl,
CAV >0 UA y CAC > 0 UA en poblaciéon mexicana sin EAC.

rs10455872

Lp(a) > 30 mg/dL*

Modelo 1 3.89 2.24-6.76 <0.001

Modelo 2 3.61 2.06-6.34 <0.001

Modelo 3 3.68 2.08-6.52 <0.001
CVA > 0 UA*

Modelo 1 1.77 1.16-2.70 0.008

Modelo 2 2.45 1.54-3.91 <0.001

Modelo 3 2.54 1.56-4.14 <0.001
CAC>0UA

Modelo 1 1.06 0.69-1.62 0.777

Modelo 2 1.53 0.87-2.31 0.153

Modelo 3 1.44 0.87-2.38 0.154

Modelo 1: No Ajustado.

Modelo 2: Ajustado por género y edad.

Modelo 3: Ajustado por género, edad, IMC, triglicéridos, C-LDL, DM, hipertension arterial y Tabaquismo.

*Para Lp(a) = 30 mg/dL y presencia de calcio valvular aértico también se ajusté por calcio coronario mayor de cero.

La asociacion entre el alelo rs7765803-C de gen LPA y la concentracion de Lp(a)
elevada es inversa, significativa e independiente de otros factores de riesgo para la

enfermedad coronaria. El riesgo de Lp(a) elevada en los portadores de este alelo
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disminuye 0.6 veces si se compara con los del alelo silvestre. (Modelo 3: OR: 0.393 (IC
95% 0.167-0.925), p=0.033) (Tabla 5). Este polimorfismo no se asocié con la presencia
de CVA, sin embargo, se encontré una asociacion inversa, significativa e independiente
de otros factores de riesgo con el CAC. Los individuos portadores del alelo rs7765803-
C de gen LPA tuvieron 0.40 veces menos riesgo de presentar calcificacion en las
arterias coronarias (Modelo 3: OR: 0.593 (IC 95% 0.367-0.936), p=<0.035) (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de regresion multivariado entre el polimorfismo rs7765803 de LPA con Lp(a) > 30 mg/dl,
CAV >0 UA y CAC > 0 UA en poblaciéon mexicana sin EAC.

rs7765803
Modelo 1 0.411 0.180-0.936 0.034
Modelo 2 0.397 0.172-0.914 0.030
Modelo 3 0.393 0.167-0.925 0.033
Modelo 1 0.873 0.514-1.482 0.615
Modelo 2 0.957 0.544-1.686 0.880
Modelo 3 0.997 0.551-1.804 0.997
Modelo 1 0.621 0.412-0.937 0.023
Modelo 2 0.619 0.387-0.990 0.045
Modelo 3 0.595 0.367-0.936 0.035

Modelo 1: No Ajustado.

Modelo 2: Ajustado por género y edad.

Modelo 3: Ajustado por género, edad, IMC, triglicéridos, C-LDL, DM, hipertension arterial y Tabaquismo.

*Para Lp(a) = 30 mg/dL y presencia de calcio valvular aértico también se ajusté por calcio coronario mayor de cero.
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DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en el que se analiza simultdneamente,
en poblacién mestiza-mexicana, la relacion de los polimorfismos del gen LPA con la
concentracion de Lp(a), el CAC y la CVA. Debido a que la frecuencia y asociacion de
los polimorfismos de este gen en esta poblacion se desconocen, los 6 polimorfismos
analizados en este estudio fueron seleccionados con base en su relacion con la
concentracion de Lp(a) y la EAC obtenida en poblacién mexico-americana'?*. De los 6
polimorfismos estudiados, los portadores de la variante rs10455872-G se
caracterizaron por tener mayor concentracion de Lp(a) (p< 0.001) y presencia de CVA
(p< 0.001) y los portadores de la variante rs7765803-G del gen LPA tuvieron menor
concentracion de Lp(a) (p=0.033) y menor frecuencia de CAC (p=0.035).

Los portadores del alelo rs10455872-G de LPA tuvieron 3.7 veces mas riesgo de
Lp(a) = 30 mg/dL y 2.5 veces mas riesgo de presentar CVA, independientemente de
otros factores de riesgo cardiometabolico. Nuestros resultados confirman lo informado
previamente en otros grupos étnicos tanto en poblacién general como en pacientes con
EAC™*™° aunque en algunos estudios la asociacién no siempre ha sido significativa®.
Sin embargo, diversos estudios prospectivos han demostrado que el alelo rs10455872-
G del gen LPA se asocia con incidencia de estenosis aértica y remplazo valvular'*®, con
concentraciones elevadas de Lp(a) y mayor riesgo de estenosis aértica’® y en otro
estudio de casos y controles, los pacientes portadores del alelo rs10455872-G tuvieron
concentraciones de Lp(a) elevadas y mayor riesgo de presentar CVA sugiriendo una

posible asociacién causal®.

Los estudios epidemiolégicos de Lp(a) realizados en poblacion mexico-
americana en diferentes areas de los EUA son escasos y los resultados contradictorios,
ya que algunos informan concentraciones bajas'’ y otros cifras elevadas de Lp(a)'®.
Recientemente se informd que en poblacion hispana no existe asociacion de la Lp(a)
con el CVA® y los autores sugieren que en latinos la relacion entre el polimorfismo del
gen LPA y el CVA no estd mediado por la concentracion elevada de Lp(a). Los
resultados obtenidos en nuestro estudio difieren con los reportados dado que los

disefios de estudio y criterios de seleccidon son diferentes. Estos estudios son
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realizados en poblacidn mexico-americana que proviene de zonas especificas de la
Republica Mexicana, siendo una muestra no representativa. Ademas, el numero de

muestras que reportan son muy pequenas.

En una cohorte del estudio PROCARDIS en Europa occidental, integrada por
sujetos sanos y pacientes, se reporté una asociacion significativa del alelo rs7765803-
G del gen LPA con EAC y concentraciones elevadas de Lp(a), y fue considerado como
alelo de riesgo aunque fue el de mayor frecuencia alélica (60%)'"". De igual manera, en
voluntarios del estudio NHANES Il (Third National Health and Nutrition Examination
Survey) se encontré una asociacion significativa del alelo rs7765803-G de LPA con
concentraciones elevadas de Lp(a) en poblacidon mexico-americana'?*. En otras
poblaciones (afroamericanos: 60%, chinos y europeos: ~30%) y en mexico-americanos
(70%) la frecuencia alélica de la variante rs7765803-G del gen LPA también es
elevada, aunque ligeramente menor que la que encontramos en nuestro estudio en

poblacion mestiza-mexicana (76%).

Cabe destacar que en mestizos-mexicanos los portadores del alelo rs7765803-G
del gen LPA tuvieron concentraciones menores de Lp(a) comparados con los
homocigotos del alelo rs7765803-C, de hecho, la prevalencia de Lp(a) > 30 mg/dL es
significativamente menor en los portadores de la variante rs7765803-G (20.5% vs. 9.6
%, p=0.029). Estos datos concuerdan con un estudio realizado en una cohorte del
estudio SHARE (Study of Health Assesment and Risk in Ethnic Groups) donde se
encontré una asociacion significativa de esta variante con concentraciones menores de

Lp(a) en poblacién china, surasiatica y europea caucasica'*®.

En nuestra poblacion de estudio el alelo LPA rs7765803-G no se asocidé con
CVA, sin embargo, encontramos una asociacion significativa e independiente de otros
factores de riesgo con CAC. Ademas, la asociacion muestra que en sujetos que portan
esta variante tienen una menor prevalencia de CAC>0 UA (36.5% vs. 26.3%, p=0.022).
Se requieren mas estudios para confirmar si este polimorfismo se asocia con
concentraciones bajas de Lp(a) y con la presencia de CAC ya que los resultados son

controversiales.
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Respecto a los otros polimorfismos estudiados, las variantes rs6919346-T y
rs12212507-A de gen LPA no se asociaron significativamente con la concentracion de
Lp(a) ni con los depdsitos de calcio coronario. Resultados similares han sido
informados en poblacién mexico-americana'®*. Nuestro estudio en poblacién mestiza

mexicana corrobora los datos informados para estas variantes del gen LPA.

En relacion a las variantes rs6907156-C y rs1321195-A del gen LPA y de
acuerdo con lo informado previamente en otros estudios realizados en mexico-
americanos, se esperaba encontrar asociacion significativa e independiente con las
concentraciones de Lp(a). La variante rs6907156-C se ha asociado significativamente
con Lp(a) y EAC en poblacidon mexico-americana'®*. Por otro lado la variante
rs1321195-A se asocia con mayor concentracion de Lp(a) en méxico-americanos,

afroamericanos y caucasicos'®'%*

. Sin embargo, en ésta muestra de mestizos-
mexicanos no se encontrd asociacion significativa de estos polimorfismos con la Lp(a)
ni con el CAC. La discrepancia de los resultados obtenidos pudiera deberse al disefio
de los estudios, diferencias en los criterios de seleccion de los sujetos, o al numero de
sujetos analizados, pero también pudieran explicarse por diferencias en la distribucion

de los polimorfismos del gen LPA entre los diversos estudios.

Nuestros datos muestran que el alelo rs10455872-G del gen LPA se asocia con
cifras elevadas de Lp(a) y con CVA de manera significativa e independiente de otros
factores de riesgo coronario. Ademas, se demuestra por primera vez que en poblacion
mexicana aparentemente sana la frecuencia del alelo LPA rs10455872-G es de 9%,
mayor a la informado en pacientes brasilefios con EAC (6.5%) y por debajo de lo
informado en poblacién blanca de los EUA (11%)'® y que los portadores de esta
variante alélica en nuestra poblacion tienen hasta 3.7 y 2.5 veces mas riesgo de
presentar Lp(a) elevada y CVA.

En nuestra poblacion, aparentemente sana, observamos que 25% presentan
CAC y 20% CVA. Si extrapolamos este dato, quiere decir que hipotéticamente una de
cada cuatro personas en la poblacion general tiene algun depdsito de calcio en las
arterias coronarias y una de cada cinco tiene calcio valvular adrtico. Estos datos
destacan la importancia de identificar bio-marcadores especificos, por ejemplo, el alelo
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rs10455872-G de LPA que permitan al clinico intervenir de manera oportuna y precisa
en el control o disminucion de los factores de riesgo de EAC y evitar o retardar la morbi
mortalidad de la enfermedad.

Aun no se conocen los mecanismos mediante los cuales la valvula adrtica se
mineraliza. Recientemente se ha descrito que la Lp(a) pudiera participar en la
calcificacion valvular ya que transporta OxPL, particularmente Lp(a) con isoformas
pequefias de Apo(a) asociadas a concentraciones plasmaticas elevadas®. La
fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (Lp-PLA2) hidroliza los OxPL generando acidos
grasos libres oxidados y lisofosfatidilcolina (LPC), un metabolito altamente reactivo con
propiedades proinflamatorias y osteogénicas; ambos productos de la hidrdlisis se han

encontrado elevados en las valvulas adrticas mineralizadas'®.

Otro posible mecanismo de mineralizacién aortica esta relacionado con la
autotaxina, una proteina con actividad de fosfolipasa D secretada por varias células,
incluyendo las células intersticiales de la valvula adrtica y que es transportada unida a
la Lp(a) en el plasma. La autotaxina utiliza como sustrato la LPC generando acido
fosfatidico el cual promueve el depédsito de hidroxiapatita de calcio en la valvula
aédrtica’’' (Figura 14).

Investigaciones mas recientes han revelado que la infiltracion lipidica, la
inflamacion y la osteogénesis son mecanismos patogénicos con importante
participacion en el proceso de calcificacion valvular’®®'. En conjunto, los resultados de
estas investigaciones apoyan el concepto de que la enfermedad valvular aortica se

desarrolla mediante un proceso similar al de la aterosclerosis coronaria'®.

En este estudio sugerimos que los alelos LPA rs10455872-G y rs7765803-G
pudieran utilizarse como bio-marcadores especificos asociados a las concentraciones
de Lp(a) y modular el desarrollo de aterosclerosis subclinica evaluada por la presencia
de CAC o CVA.

Sin embargo, son necesarios estudios prospectivos para demostrarla relacion

causa efecto y su utilidad.
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Figura 14. Mecanismo mediante el cual la Lp(a) participa en la mineralizacién de la valvula adrtica.

Fortalezas y limitaciones del estudio

El presente estudio tiene la fortaleza de incluir una muestra grande de poblacion
mestiza-mexicana sin antecedentes personales ni familiares de EAC que pudiera
sesgar los efectos de los polimorfismos del gen LPA, las prevalencias de Lp(a) elevada

o la presencia de aterosclerosis subclinica.

Se ha sugerido que el uso de inmuno-métodos para la determinacién de Lp(a)
pudiera no ser sensible a los diferentes tamafios de Apo(a), sin embargo, la
concentracion de Lp(a) se determind con anticuerpos policlonales que permiten la
identificacion de isoformas pequefas y grandes de Apo(a) con la misma sensibilidad y
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especificidad, por lo que con este método se reduce la imprecision en las

determinaciones debido al tamafio de la Apo(a) en la lipoproteina’™*'%.

Es el primer estudio en analizar simultaneamente los polimorfismos de gen LPA,

la concentracion de Lp(a) y el depdsito de CAC y CVA en poblacion mestizo-mexicana

Como en todos los estudios el nuestro también tiene algunas limitaciones: es un
estudio de tipo transversal por lo que no permite establecer relaciones de causalidad.
La muestra de estudio estda conformada por voluntarios procedentes de una zona
urbana, podria no ser representativa de la poblacion general y existir sesgo de
seleccidon. Sin embargo, la prevalencia de algunos factores de riesgo cardiovascular
como obesidad, hipertension arterial, diabetes mellitus y dislipidemias son muy
similares a la informada en la ENSANUT, un estudio aleatorizado y representativo de

poblacidén mexicana realizado por el Instituto Nacional de Salud Publica'®.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que en poblacion mestiza-mexicana la prevalencia de
Lp(a) elevada (>30mg/dL) es de 9.3%, la aterosclerosis subclinica evaluada por el
depdsito de CAC es de 26.9% y la CVA de 19.9%. Al comparar nuestros datos con
otros resultados en mexico-americanos y otros grupos étnicos, existen diferencias
significativas en la frecuencia de algunas variantes del gen LPA y la variante alélica
rs10455872-G del gen LPA en poblacidn mestiza-mexicana si se asocia con la
concentracion elevada de Lp(a) y con el CVA independientemente de otros factores de
riesgo. Ademas, un resultado que no se ha informado en poblacién mexico-americana,
y que es controversial en otros grupos étnicos es que la variante rs7765803-G del gen
LPA se asocia con la concentracion de Lp(a) y la presencia de CAC.

Estudios a futuro son necesarios para identificar, en nuestra poblacion, otros
polimorfismos del gen LPA que puedan usarse como biomarcadores especificos de la
EAC y establecer estrategias de prevencion primaria y secundaria basadas en esta

informacion.
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ANEXOS

ANEXO | CUESTIONARIO DE RIESGO CARDIOMETABOLICO

Departamento de Endocrinologia del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (Estudio GEA)

No llenar esta drea

Fecha de entrevista: HEREEN
(dia / mes / afio)

NGm. registro INCICh I

NGm. muestra [N

I.  FICHA DE IDENTIFICACION
1. Procedencia del paciente:

a) Hemodinamia b) Banco de Sangre (donador) O

¢) Fenofibrato d) Consulta ¢) Externo O
2. Nombre:

{apellido patemo ) {apellido matero ) { nombre (s) )
3. Fechade nadmiento: __/__ (||| || | 00000
(dd/ mm / aaaa)
4.Edad: ____(afos) [N
5.Sexo0: ____1) Masculino ____2) Femenino U
6. Estado Civil: __1) Softero(a) __2) Casado(a) __3) Divorciado(a) __4) Unién libre __5) Viudo(a) [l
7. Residente del D.F. o area metropolitana: ___1)Si __2)No D
8. Domicilio:
Calle y nimero (inferior o exterior) Colonia
Delegacion 0 municpo CP.

9. Teléfono

1) Casa 2) Trabajo 3) Celular 4) Para recibir recados

04455

Il. CARACTERISTICAS FAMILIARES
1. ;Cuantas personas viven en la misma casa? personas add
2. ; Cuantas habitaciones ocupan para dormir? [N
3. ¢ Con queé servicios cuentan?

1) Agua intradomiciliaria si No [l

2) Luz Si No,

3) Drenaje Si No

4. Lacasaenlaque vive es:

___ 1) Propia ___2)Rentada ___3) Prestada ___4) Pagandola
5. ¢ Qué religion tiene?
___1) Catdlica ___2)Protestante  ___3) Otra (especifique):____ _

-63 -



lll. ESCOLARIDAD
1. Indique el grado de escolaridad maximo obtenido

No llenar esta drea

0o Hl

1)  Analfabeta 7) Carreratécnica
2)  Leeyescribe 8) Preparatoria o equivalente incompleta
3)  Primaria incompleta 9) Preparatoria completa
4)  Primaria completa 10) Licenciatura
5)  Secundaria incompleta 11) Maestria
6)  Secundaria completa 12) Doctorado
IV. OCUPACION
1. Ocupacion: (espedifique) ]
2. ¢Cuantas horas al dia trabaja? 00 (0]
3. ¢Cuantos dias ala semana trabaja? H L0
4. Turno al que pertenece: O ]
__1)Matutino __2) Vespertino  __3) Noctumo __4) Mixto __5) Variable
5. Su salario mensual es: O ]
___1) No percibe salario ___2) Unsalario minimo 0 menos ___3) 2 a3 salarios minimos
___4) 4a7 salaros minimos  ___5) 8 0 mas salarios minimos
6.  ;Cuantas personas dependen econdmicamente de usted? [l L]
7. ;Cuantas personas contribuyen alingreso familiar? [l L]
8.  ;Acuanto ascende elingreso familiar mensual? O ]

__1) Un salario minimo 0 menos
__2) 2 a 3 salarios minimos

V. ANTECEDENTES FAMILIARES

__3)4 a7 salarios minimos
__4) 8 o mas salarios minimos

1. ;Donde nacieron sus padres? Padre Madre
2. ;Dénde nacieron sus abuelos paternos? Abuelo Abuela
3. ;Donde nacieron sus abuelos maternos? Abuelo Abuela
4. ;Dénde naci6 usted?
5. ¢Tuvo otiene familiares con las siguientes enfermedades?
[NOTA para el encuestador: 1= Si 2=No 3 = No sabe (Padre=1, Madm=2, tiosmat=3, fospat=4, abomat=5, abopat=6, abamat=7,
abapat=8, hermanos=9, otos=10)]

Enfermedad Si/No/No sabe Quiénes (Padre, madre, abuelos, tios, hermanos, hijos)
1.HTA sistémica I I I H
2.EAC prematura* / I ] H
3.EVC / I / ]

4. EVP I I ] H
5. Dislipidemia / / / / ]
6. Diabetes / I I H
7. Obesidad / I ] H
8. Gota / I I 0
* < 55 afios en hombres; < 65 afios en mujeres
No llenar esta drea
6. ;las enfermedades fueron diagnosticadas por un médico? Si_____ No___ (]

(]
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VI. ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS: (Participantes del sexo masculino, pasar a la seccién VII)

1. ¢ A qué edad tuvo su primera menstruacion? afos ]
2. ; Cuantos embarazos ha tenido? U
3. Nimero de partos ]
4. Nomero de cesareas ]
5. Nimero de abortos ]
6. ;Actualmente toma anticonceptivos orales? Si No (pasar a la pregunta nimero 8) ]
7. ¢ Cuanto tiempo los ha tomado? meses afos L]
8. ;Alguna vez en su vida tomd anticonceptivos orales?  Si No (pasar a la pregunta nimero 10) ]
9. ¢Cuanto tiempo los tomd? meses afos ]
10. ;A qué edad presentd la menopausia? afos ___Nosabe ___No aplica ]
¢ Por qué?
11. ¢ Después de la menopausia ha tomado hormonas?  Si ¢ Cual(es)?
Dosis
No (pasar a la seccion VIl nimero) ]
12. ¢ Cuanto tiempo las tomo? meses afos ]
13. Actualmente ;toma hormonas para la menopausia?  Si ¢ Cual(es)?
Dosis
No 0
VIl. ANTECEDENTES PERSONALES DE FACTORES DE RIESGO CORONARIO
VII.1 Actividad fisica
1. ¢ La mayor parte de su tiempo libre lo dedica a leer, ver tvo descansar?  Si No ]
2. Actualmente ; practica ejercicio fisico? Si ____ No____ (pasar a lapregunta VIl.2) ]
3. ; Desde hace cuanto tiempo lo practica? ]
1) menos de 1 afo 2) 1a2afos 3)2 a3 afos 4) 5 afos o mas
4. ; Qué ejercicio fisico practica?
1) Caminar  2) Bicicleta 3) Nadar 4)De cancha 5)Degimnasio  6) Otro (especifique)
5. ¢ Cuantos minutos dura su sesion de ejercicio? ]
___1)15min. 4) 40 min.
____2)20min. 5) 60 min.
____3)30min. 6)>60 min.
6. ; Con qué frecuencia lo practica? ]
1) Todos los dias 2)Una vez/semana 3) 2 veces/semana 4)3-5 veces/semana
5) Una vez por mes 6) Dos veces al mes
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VIIl.2 Tabaquismo
1.;Fumaactualmente?  Si___ No___ (pasara lapregunta nimero 4) ]
2. ; Cuantos cigamillos fuma en un dia? H
____ 1) sdloocasionalmente __41atd
___2)1as ____515a20
___3)6a10 ____6)masde20 ;Cuantos? cigarrillos
3. ; Cuénto tiempo ha fumado? ]
___ 1) menos de un afio ___ 3)de6 a10 afos
____2)de1abafos ___4)mas de 10 afios ¢ Cuantos? anos
4. ;Alguna vez hafumado? Si____ No ____ (pasar alaseccién nimero VIL.3) ]
5. ¢ Cuanto tiempo fumd? ]
____1) menos de un afio ___3)de6 a10 afos
____2)detabafos ____4)masde 10afos ;Cuantos? anos
6. ; Cuantos cigarmillos fumaba en un dia? ]
____1) Séloocasionalmente __41a1d
____2)1a5b ____515a20
___3)6a10 ____6)masde20 ;Cuantos? cigarrillos
7. ¢ Hace cunto dejo de fumar? ]
___1)menos de 1 mes ___4)de6atlafos
____2)menos de 1afio ____5)masde 10 afos ¢ Cuantos? anos
___3)detabafos
VII.3 Consumo de Alcohol
1. Enlos dltimos 6 meses ;ha consumido alguna bebida que contenga alcohol?
Si_____No____ (pasar alapregunta nimero 6) []
2. ;Qué tipo de bebida ingiere con mayor frecuencia? ]
1)  Tequila 4) Cerveza
2)  Brandy o Cogfiac 5) Pulque
3) Ron 6) Otro (Especifique):
3. 4 Con qué frecuencia consume bebidas alcohdlicas? an ]
1) Esporadicamente 4) Unavez alasemana
2) Unavezalmes 5) 2 a5 vecespor semana
3) 2a3vecesal mes 6) Diario
4. Cuando ingiere bebidas alcohdlicas, ;cuantos vasos o copas consume en promedio?
_ 13 __ 46 _ 66més  ;Cuantos? vasos ]
5. ; Ha llegado alguna vez a la embriaguez? oo ]
1) Nunca 4) Unavezal mes
2) Enunaocasion 5) Unaveza lasemana
3) Esporadicamente 6) Diario

6. Hace mas de 6 meses ;consumia bebidas alcohdlicas? Si___ ;Qué tipo de bebida?(ver opciones pregunta 2)

No___ (pasara la seccion VIl.4)

7. ¢Hace cuanto tiempo dejé de hacerlo? __anos __meses

8. ;Cuanto tiempo tomd?
1)  Menosde unafio 3) 2a3lafos
2) 1a2afos 4) 5afosomas
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9. ;Enqué cantidad? __ Vasosocopas al(ala) (]
1) Mes __2)Semana ___3)Dia __4)alAfo ]
10. ¢Con qué frecuencia llegaba a la embriaguez? []
1) Diario__ 2) Una vez/semana__ 3) Unavez/mes__ 4) Esporadicamente__ 5) Nunca__
Vil.4 Uso de multivitaminicos
1. jActualmente toma vitaminas o polivitaminicos? Si No,
2. ;Cuanto tiempo lleva tomandolo? O
1) Menos de 6 meses 2) De 6 meses a1 afo 3)1a3anos
4)De 3 a 5arios 5) Més de 5 afios
3. Mencione cual(es):
VII.5 Sobrepeso y obesidad
1. ;El paciente tiene exceso de peso? Si____ No ____(pasar alaseccién VIL.6) ]
2. Tiempo de evolucion de exceso de peso: ]
1) <1 afio 4) de 11 a 15 afos
2)de 1a5afos 5) de 16 0> afios
3) de 62 10 afos
3. ;Le han indicado dieta para bajar de peso? Si___ No____ ]
4. Usted sigue la dieta indicada: ]
____ 1) Muy bien ____2)Bien ____3)Regular ___4)Mal
5. ; Le han indicado realizar ejercicio fisico? S No___ ]
6. ;Le han indicado algin medicamento para bajar de peso? Si____ No____ []
7. ¢ Qué medicamento (s)? []
VIL.6 Diabetes
1. El paciente tiene diabetes:
Si__ No__ (pasaralapreguntaVIL7) No sabe __ (pasar alapregunta VIL.7) []
2. Tiempo conocido de evolucion de la diabetes: ]
1) <1 afo 4)de 11 a15afos
2)de 1 a Safios 5) de 16 o mas afios
3) de 62 10 afos
3. ;Le hanindicado dieta para el cuidado de su diabetes? Si__ No__ D

4. Usted sigue la dieta indicada
__ 1) Muy bien ____2)Bien ___3)Regular ____4)Mal
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5. ¢ Le hanindicado medicamento(s) para controlar su diabetes? Si___ No____ 0
6. ; Qué medicamento(s) toma? 0
____ 1) Sulfonilureas ____4)Insulina
____2)Biguanidas ____5)Insulina + hipoglucemiantes orales
____3) Tiazolidinedionas ____6)Otros
7. ¢ Con qué frecuencia tomalinyecta el medicamento? ]
1) Todos los dias 3) 5dias/ semana 5) Ocasionalmente
2)6 dias/semana 4) 4 dias/semana 6) Nunca lotoma
VIL.7 Dislipidemia
1. El paciente tiene dislipidemia. Si ___ No____ (pasaralaseccion VIL8) Nosabe ___(pasara la seccion VII.8)D
2. Tiempo conocido de evolucion de la dislipidemia: ]
1) <1 afo 4)de 11 a15afos
2)de 1 a Safos 5) de 16 o mas afios
3) de 62 10 afos
3. ¢ Le hanindicado dieta como parte de su tratamiento? Si__ No___ [l
4. Usted sigue la dieta indicada
___1)Muybien  __ 2)Bien  ___ 3)Reguar ___4)Mal U
5. ¢ Le hanindicado medicamento(s) para controlar sus lipidos? Si___ No____ 0
6. ; Qué medicamento(s) toma? U
____1)Estatina ____2) Fibratos ____ 3) Estatina + Fibratos ____ 4) Estatina + Ezetimiba
7. { Con qué frecuencia toma el medicamento? ]
1) Todos los dias 3) 5dias/ semana 5) Ocasionalmente
2)6 dias/semana 4) 4dias/semana 6) Nunca lotoma
VI.8 Hipertension
1. El paciente tiene hipertension arterial. Si__ No__(pasara la seccion VIIl) No sabe___ (pasar ala seccion VIII) U
2. Tiempo conocido de evolucion de HTA: U
1) <1 afio 4) de 11 a15afios
2)de 1a5afos 5) de 16 o mas afos
3) de 62 10 afios
3. ; Ha disminuido el consumo de saf? Si___ No___ ]
4. ;Le hanindicado medicamentos para controlar la presion? Si __ No ___ D
5. ¢ Qué medicamentos toma?
____1)BB 4 MTy HN
2) IECA 5) Diurético L]
3)ACC 6) Otro(s) 0
No llenaresta drea
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6. ; Cuantos medicamentos toma para controlar la HTA? ]
7. ¢ Con qué frecuencia toma el medicamento? ]
1) Todos los dias 3) Sdias/ semana 5) Ocasionalmente
2) 6 dias/semana 4) 4dias/semana 6) Nuncalo toma
VIL.9 Infeccion
1. ¢ Tiene usted alguna infeccion cronica? 1. caries___ 2. Tuberculosis__

2. ;Enlas ltimas semanas ha tenido alguna infeccion? 1. Diarrea___ 2. Gripe __ 3. Faringitis__ 4. de vias urinarias__ 5. Otras__

3. ;Hatenido usted hepatitis viral? 1. Si 2.No 3.Nosabe___
¢Qué tipo de hepatitis? 1. A 2.B 3.C 4.E 5. No sabe

VIIl. HISTORIA PERSONAL DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

¢ Ha tenido usted alguna de las siguientes enfermedades?

Fecha Fecha Fecha Fecha
Si No  (dia/mes/afo) (dia/mes/ano) (dia/mes/ano)

1. Infarto al miocardio

2. Angina inestable

3. Angina estable

4. Intervencion coronaria percutanea
5. Cirugia de revasc. coronaria

6. Evento vascular cerebral

7. Isquemia cerebral transitoria

8. Enfermedad vascular periférica

9. Colocacion de Stent

IX. INDICACION DEL PROCEDIMIENTO ACTUAL:
1. PACIENTES DE CONSULTA EXTERNA
1) Angina estable CF 0-1 con estudios inductores de isquemia (+)
2) Angina estable CF II-lll de la CCS*
3) Deterioro de la CF segln la CCS*
4) Angina inestable™
*Independientemente de que tenga o no estudios inductores de isquemia.
**Nota para el monitor clinico: En caso de que la nota del cardidlogo de la CE mencione como motivo del estudio “angina inestable”,
preguntar al paciente si ha tenido angina (o sus equivalentes) en las Gltimas 48 horas, especialmente en reposo y/o si el patron es en
crescendo. Si la respuesta es afirmativa favor de consultar con el cardidlogo de la CE que participa en el estudio para evaluar si el
pacdiente debe ser hospitalizado.

X. DATOS DE EXPLORACION FiSICA

Peso (kg): _ __.__ Talla(m): _.__  Circunferenciade cintura(cm) __ _._ Circunferencia de cuello (cm)
12 22 3 Promedio
Tension arterial: Sistolica:
Diastélica:

Frecuencia Cardiaca ( Ipm):
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XI. RESULTADOS DE LABORATORIO Y FRACCION DE EYECCION

1. Colesterol total
2. C-HDL

3. C-LDL

4, Cno HDL

5. Triglicéridos

6. Glucosa

7. Acido Urico

8. Urea

9. Creatinina
10.PCR

11. Troponina

12. CPK-MB
13.CPK

14. Leucocitos totales
15. Hemoglobina

mg/d|
mg/d|
mg/d|
mg/d|
mg/dl
mg/d|

mg/d|

mg/dl
mg/dl

g/dl
mg/d|

Ul/ml

Ul/ml

glL

No llenar esta drea

*Nota para el encuestador: Los resultados de laboratorio de perfil de lipidos y glucosa "NO” deben tomarse de los existentes en el

expediente. Estos resultados deberan obtenerse de forma diferida dado que al final de este cuestionario basal se debera tomar una

muestra sanguinea que serd procesada en el laboratorio del Dr. Caros Posadas.

Elacido drico, creatinina, PCR, troponina, CPK-MB, CPK, leucocitos totales, hemoglobina “SI” se capturaran del expediente en el

momento de la entrevista para este efecto se deberan tomar los resultados mas recientes.

16. ; Cual es el valor de la fraccion de expulsion del ventriculo (FEVI) mas reciente?

Anotar el valor (%). Fecha:

17. ;,Cudl fue el método empleado para evaluar la FEVI?

1) ECO

XIl. DIAGNOSTICOS ACTUALES:

Anotar cuales de los siguientes diagnésticos presenta el paciente al momento de su evaluacion inicial en el estudio:

Cardiopatia isquémica
Angina inestable
Angina estable
HTA sistémica
Dislipidemia
Diabetes
Hiperuricemia
Tabaguismo
Sobrepeso
Obesidad
Sedentarismo

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

&§ &8 &8 5§ 8 &8 5§ 58 &8 & &
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XIIl. TRATAMIENTO E INDICACIONES

1. ;Cuéles de los siguientes medicamentos recibe el paciente al momento de realizar la entrevista inicial?

Dosis TOTAL
Grupo de medicamento Si=1/No=2 Nombre genérico diaria(mg)

Estainas
Fibratos
Inhibidores de [a absorcdn

Niacina

Beta blogueadores
IECAS

ARA. (SARTANES)
Diuréticos
Antagonistas de Ca
Nitratos
Hipoglucemanies orales
Sulfoniureas
Biguanidas
Tiazolidinedionas
Inhibidores de DPP-4

Tratamiento con insulna

Aspirina
Clopidog el
Anficoaguiantes orales

XIV. AUTOPERCEPCION DE ESTRES (Pregunta Goteborg, Am J Cardiol 1991: 68:1171-1175)
1. ¢Seha sentido tenso, irritable, ansioso o ha tenido dificultades para dormir como consecuencia de algtn problema en su
trabajo o en su hogar?

1.- Nunca me he sentido asi.

2-16mas veces.

3.- He tenido algunos periodos de estrés en los Gitimos 5 afios.
4.- He tenido miltiples periodos de estrés en los Gitimos 5 afios.
5.- He tenido estrés de forma permanente en el Gttimo afio.

6.- He tenido estrés de foma permanente en los Gltimos 5 afios.

Aplicado y revisado por:

(iniciales, firma y fecha)

Ultima modificacion 13 octubre 2010, Rosalinda Posadas Sanchez
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ANEXO Il CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Departamentos de Endocrinologia y Genética del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

IR SCRNTIA GNT (ORI O

SALUD

: SECRETARIA

IN: N-DI
%wggw !Eél DE SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PARTICIPANTE SANO
(Investigacion Bioquimica y Tomografia)

TITULO: “Genética de la Enfermedad Aterosclerosa” (Proyecto GEA)

Investigadores principales: Dr. Gilberto Vargas Alarcon, Dra. Maria Teresa Villarreal Molina,
Dr. Carlos Posadas Romero y Dr. Erick Kimura Hayama.

Estimado Sefior(a):

Se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion debido a que usted se encuentra clinicamente
sano y no esta bajo ningun tratamiento. Antes de que decida participar, es importante que sepa por qué se esta
haciendo esta investigacion y lo que implica. Por favor tomese todo el tiempo necesario para leer la siguiente
informacién, coméntela, si asi lo desea, con su médico, familiares o con sus amigos. Pregunte cualquier cosa
que no le haya quedado del todo clara o si desea mas informacion.

PROPOSITO
El propésito de este estudio es investigar la funcién de las particulas de colesterol bueno, en pacientes con
enfermedad arterial coronaria y compararlos con personas sanas como usted.

PROCEDIMIENTOS.
Usted acudira 1 vez al Departamento de Endocrinologia, donde le atendera un médico endocrinélogo. Si usted
retne las condiciones para el estudio y acepta participar, se le haran las siguientes pruebas y procedimientos:

1. Se le pedira que conteste un cuestionario para conocer sus antecedentes familiares y personales.

2. El médico le hara un examen fisico y medira su estatura, peso, circunferencia de cintura, presion arterial
y frecuencia cardiaca.

3. Se le tomara una muestra de sangre, equivalente a 3 cucharadas.

4. Sera necesario que se presente en ayuno de 12 horas, sin haber ingerido exceso de bebidas
alcohdlicas.

5. Su muestra de sangre servira para realizar estudios de colesterol y triglicéridos. También se realizaran
estudios especiales del funcionamiento de las particulas de HDL (colesterol bueno).

6. Para conocer si las arterias de su corazon tienen placas de grasa calcificadas, se le practicara el
estudio radiolégico conocido como Tomografia Computada para evaluacion del Indice de Calcio. Es un
estudio no invasivo que no requiere de administracion de medio de contraste por via oral o intravenosa.
La duracion del estudio es de aproximadamente 10 minutos. Sin embargo, como el procedimiento
requiere que la frecuencia cardiaca (nimero de latidos cardiacos por minuto) se encuentre por debajo
de 80, en algunas personas es necesario administrar 50-100 mg de atenolol (medicamento que controla
la frecuencia cardiaca) por via oral antes de efectuar la tomografia, o que puede aumentar el tiempo de
estancia a 30-60 minutos en el departamento de Radiologia. Para estudiar las arterias que llevan
sangre al cerebro, se medira el grosor de la pared de estas arterias con ultrasonido. Este procedimiento
no produce molestias, no tiene riesgos y se realiza en 5 minutos.

7. Se le practicara el estudio radiolégico conocido como Tomografia Computada de un solo corte, para
conocer la cantidad de grasa dentro de su abdomen (grasa visceral).

RIESGOS E INCONVENIENTES

Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del brazo, puede sentir alguna
molestia o dolor ligero. En algunas personas se puede presentar un hematoma (moreton) que desaparece en
varios dias.

Iniciales del participante
Numero del participante
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En caso de que usted padezca de asma, enfisema pulmonar, bronquitis crénica, baja presion o alergia conocida
al atenolol, favor de comentarlo directamente con el personal que le aplicé el cuestionario o con los médicos del
area de Radiologia, quienes valoraran si usted puede o no recibir el atenolol. Después del estudio usted puede
realizar normalmente sus actividades.

BENEFICIOS

La visita al médico, los exdmenes de laboratorio y el estudio radiolégico son sin costo para usted. Es importante
que usted sepa que no percibira pago alguno por participar de manera voluntaria en el estudio.

Con el estudio de Tomografia podremos estimar la cantidad de placas de grasa calcificadas en las arterias de
su corazon, lo cual permitira, junto con los resultados de lipidos en sangre, glucosa y sus cifras de tension
arterial, sugerir modificaciones en su estilo de vida y tratamiento médico como medidas preventivas de futuros
eventos cardiacos.

Sus resultados de glucosa, grasas en la sangre, asi como los de la Tomografia pueden ser recogidos en 2
semanas.

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y DERECHO DE LAS PERSONAS A TERMINAR SU PARTICIPACION.
Su participacion en este estudio es voluntaria. Si decide participar, se le pedira que firme esta forma de
consentimiento. Puede rehusarse a participar en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y PRIVACIDAD DE LA INFORMACION

La informacion personal, la obtenida por el cuestionario y los resultados de laboratorio se codificaran (su
nombre no aparecera en ninguna publicacién o informe que se genere del estudio).

Toda la informacién que se obtenga, se almacenara en un lugar seguro y nos ajustaremos a los procedimientos
internos y regulaciones gubernamentales para proteger la informacion personal y de laboratorio. Sin embargo,
la informacién que se obtenga por el cuestionario y la generada por el laboratorio se consultara para comprobar
que es correcta y corresponde a los examenes que le fueron practicados. Esto lo hara el personal que participa
en la realizacion del estudio y que mantendra la confidencialidad de su informacién.

Confirmo haber leido las declaraciones de la forma de consentimiento informado para la realizacion del estudio
“Genética de la Enfermedad Aterosclerosa” (Proyecto GEA).

Confirmo también que el Dr. me ha explicado toda la informacién y los
procedimientos del estudio, el dia durante el proceso de consentimiento para este estudio.
Confirmo que se me ha dado la oportunidad de hacer las preguntas sobre el estudio y haber quedado
satisfecho con las respuestas y explicaciones que se me proporcionaron.

Se me ha dado el tiempo suficiente para leer con cuidado la informacién, comentarla con otras personas y
decidir si participo, 0 no, en este estudio.

Estoy de acuerdo con participar en este estudio.

Firma del participante Fecha

Nombre completo del participante

Firma del testigo Fecha

Nombre completo del testigo.

Firma del testigo Fecha

Nombre completo del testigo.

Firma de la persona Fecha
que aplicé la carta
de consentimiento.

Nombre completo.

2
Uttima modificacion 11 de mayo 2009. Elaborado y modificado por Rosalinda Posadas Sanchez
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ANEXO |l DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Determinacion de glucosa: Método enzimatico-colorimétrico (GOD-PAP)

Por medio del oxigeno del aire, la glucosa se oxida a gluconolactona bajo la accién de
la glucosa oxidasa (GOD). También se forma perdxido de hidrégeno que, en presencia
de la peroxidasa (POD), oxida a 4-aminofenazona y fenol a 4-(p-benzoquinona-
monoimino)-fenazona. La intensidad cromatica del colorante rojo es directamente

proporcional a la concentracion de glucosa y se mide espectrofotométricamente.

GOD
Glucosa + 0, + H,0 — Gluconolactona + H,0,

2H,0, + 4 — aminofenazona + fenol

POD
— 4 — (p — benzoquinonamonoimino) — fenazona + 4H,0

Determinacion de colesterol total: Método enzimatico-colorimétrico (CHOD-PAP)

Los esteres de colesterol son hidrolizados por la enzima colesterol esterasa
produciendo colesterol y acidos grasos. Posteriormente, el colesterol es oxidado por la
colesterol oxidasa dando como productos A*-colestenona y peréxido de hidrégeno, éste
ultimo es medido a través de una reaccion de Trinder. El perdxido de hidrogeno en
presencia de la POD, reacciona con 4-aminofenazona y fenol para formar 4-(p-
benzoquinonamonoimino)-fenazona que es un compuesto rojo. La intensidad cromatica
del colorante rojo formado es directamente proporcional a la concentracion de

colesterol y se mide espectrofotométricamente.

Colesterol esterasa

Esteres de colesterol + H,0 colesterol + RCOOH

Colesterol oxidasa 4
Colesterol + 0, A* — colestenona + H,0,

POD
2H,0, + 4 — aminofenazona + fenol — 4 — (p — benzoquinonamonoimino) — fenazona

+ 4H,0
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Determinacion de triglicéridos: Método enzimatico-colorimétrico (GPO-PAP)

Este método emplea una lipasa lipoproteica (LPL) de microorganismos, para la
hidrolisis completa y rapida de TG a glicerol. El glicerol es fosforilado por medio de la
enzima glicerol cinasa (GK), dando como producto glicerol-3-fostato. Este dltimo es
oxidado mediante la glicerol-fosfato oxidasa (GPO) generando dihidroxiacetonafosfato

y peroxido de hidrégeno.

El peréxido de hidrégeno formado reacciona bajo la accion catalitica de la POD con 4-
aminofenazona y 4-clorofenol para formar un colorante rojo en una reaccion de Trinder.
La intensidad cromatica del colorante rojo es directamente proporcional a la
concentracion de TG y puede medirse espectrofotométricamente.

LPL
TG + 3H,0 — glicerol + 3RCOOH

2+

K
glicerol + ATP e, glicerol — 3 — fosfato + ADP
GPO
glicerol — 3 — fosfato + 0, — dihidroxiacetonafosfato + H,0,

POD
H,0, + 4 — aminofenazona + 4 — clorofenol — 4 — (p — benzoquinonamonoimino)

— fenazona + 2H,0 + HCI

Determinaciéon de C-HDL: Método enzimatico-colorimetrico homogéno

Es un método que permite determinar la concentracion de C-HDL sin necesidad de
separarlo del resto de las lipoproteinas. En presencia de sulfato de magnesio, el sulfato
de dextrano forma complejos solubles en agua, selectivamente con LDL, VLDL vy
quilomicrones resistentes contra las enzimas modificadas por el polietilenglicol (PEG).

La concentracion de C-HDL se determina enzimaticamente por la colesterol esterasa y
colesterol oxidasa acopladas con PEG a los grupos aminicos (aprox. 40%).

La colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de los esteres de colesterol a
colesterol libre y acidos grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol es oxidado por
la colesterol oxidasa a A*-colestenona y peréxido de hidrégeno. Bajo la accién catalitica
de la POD, el peroxido de hidrégeno formado reacciona con 4-aminoantipirina y HSDA
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(N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina soédica) para formar un colorante
purpureo azul. La intensidad del colorante es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol que se mide espectrofotométricamente.

PEG-colesterolesterasa

Esteres de C — HDL + H,0 C — HDL + RCOOH

PEG-colesteroloxidasa

C—HDL + O, A* — colestenona + H,0,

POD
2H,0, + 4 — aminoantipirina + HSDA + H* + H,0 — pigmento azul — purptreo + 5H,0

Determinacion de insulina: Radioinmunoanalisis

El ensayo de insulina de Millipore emplea insulina humana marcada con 125) y un
antisuero de insulina humana para determinar la concentraciéon de insulina en suero,

plasma o medios de cultivo de tejidos por la técnica de doble anticuerpo/PEG.

Determinacion de proteina C reactiva de alta sensibilidad: Inmunonefelometria

Las particulas de poliestireno recubiertas con un anticuerpo monoclonal especifico
contra la PCR humana, al mezclarse con muestras que contienen PCR forman
agregados, los cuales van a dispersar el rayo de luz incidente. La intensidad de luz
dispersada depende de la concentracion de la correspondiente proteina en la muestra.

La valoracidn se hace por comparacion con un estandar de concentracion conocida.

Determinacion de Lp(a): Inmunonefelometria

Las particulas de poliestireno recubiertas por una fracciéon de y-globulina de conejo
contra la Lp(a) humana se agregan al mezclarse con muestras que contienen Lp(a).
Estos complejos dispersan un haz de luz proyectada a través de la muestra. La
intensidad de luz dispersada es proporcional a la concentracidon de la proteina
correspondiente en la muestra. El resultado se evalua en comparacion de un estandar

de concentracion conocida.
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