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Lista de Abreviaturas

AAA: Aneurisma de aorta abdominal

HLA: Antigenos leucocitarios humanos

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos

TAC: Tomografia axial computarizada

ADN: Acido desoxirribonucleico

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

EVAR: Reparacion endovascular de aneurisma aortico
fg: Frecuencia génica

INCMNSZ: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran



“ANALISIS GENETICO DEL POLIMORFISMO DE ANTIGENOS LEUCOCITARIOS
HUMANOS (HLA) Y DE LA REGION PROMOTORA DE LA QUIMIOCINA MCP-1 EN
LA POBLACION MEXICANA MESTIZA CON ANEURISMAS DE LA AORTA
ABDOMINAL”

RESUMEN

Introduccion: La patogénesis de los aneurismas de la aorta abdominal (AAA) es
multifactorial; sin embargo estudios previos han sugerido un posible papel autoinmune,
predisposicién genética y susceptibilidad étnica. El objetivo de este estudio consiste en
investigar posibles asociaciones de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) para el
locus HLA-DRBL1, y realizar un estudio piloto del polimorfismo de la region promotora
de la proteina quimiotactica de monocitos MCP-1 en pacientes mexicanos mestizos con

AAA.

Material y Métodos: Estudio de casos y controles; la tipificacion molecular de HLA
para el locus DRB1 se llevé a cabo mediante la técnica de Oligonucle6tido de
Secuencia Especifica en 39 pacientes (72% pertenecientes al sexo masculino, con una
edad media de 72 afios y una desviacion estandar de 9) con diagnéstico de AAA, y
comparados con 99 pacientes [Grupo Control (GC)] pertenecientes al mismo grupo
étnico de un control histérico institucional. Las frecuencias génicas (fg) fueron
obtenidas y las asociaciones se analizaron mediante prueba de Chi cuadrada y prueba
exacta de Fisher con un nivel de significacion menor al 0.05, la raz6n de momios se
calculo usando el programa estadistico STATA version 14. Por otro lado, para la
genatipificacion de los polimorfismos de un solo nucleétido en el gen MCP-1 se realizé
por PCR en tiempo real; se complet6 el estudio piloto en 27 pacientes con AAA, de los
cuales 18 (67%) pacientes pertenecian al sexo masculino y 9 (33%) al sexo femenino,

la media de edad de este grupo fue de 74 afios con una desviacion estandar de 12.



Resultados: Se examinaron un total de 78 alelos de HLADRB1 en pacientes con AAA
y 198 en el GC. Cuando se realizaron comparaciones de las fg, observamos que la fg
de HLA-DRB1*01 fue de 0.128 en el grupo AAA comparado con el 0.05 del GC p=0.03,
OR 2.6, 95% [intervalos de confianza (IC) 1.04-6.5], la fg de HLA-DRB1*16 fue de
0.115 en el grupo AAA y de 0.025 en el GC p=0.002, OR 5, 95% IC 1.6-16-9. La fg del
HLA-DRB1*08 fue de 0.064 en el grupo AAA comparado con el 0.165 del GC
demostrando un posible efecto protector (p=0.02). En lo que respecta el analisis de
polimorfismos de la regidon promotora de la quimiocina MCP-1, la fg de Adenina (A) fue
0.47 (25 alelos) mientras que la fg Guanina (G) fue 0.53 (29 alelos). En cuanto las
frecuencias genotipicas estas fueron de 0.51 para el genotipo AA, 0.30 el AG y de 0.19
en el GG. Al comparar los pacientes con el genotipo inflamatorio GG, se observé que
la media de edad de estos pacientes es 5 y 6 afios menor a los genotipos AA y AG
respectivamente; con predominio en el sexo femenino. De los 5 pacientes con genotipo

GG, solo uno tenia un factor de riesgo cardiovascular tradicional como antecedente.

Conclusiones: El analisis de polimorfismos de HLA, confirma frecuencias elevadas de
los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*16 en asociacién con el desarrollo de AAA en
pacientes mexicanos mestizos, mientras que el HLA-DRB1*08 parece ser protector. El
polimorfismo de la region promotora de la quimiocina MCP-1 permite identificar los
genotipos que podrian representar marcadores de riesgo genético asociados a la
patogénesis de Aneurismas Adrticos Abdominales. El entendimiento de estos
mecanismos Yy la utilidad de pruebas genéticas podrian asistir en la identificacién de un
perfil inmunogenético en individuos en riesgo y aquellos pacientes que se beneficiarian

de un tamizaje ultrasonografico temprano de AAA, y de un seguimiento estrecho.



A) Introduccion

Un aneurisma aortico se define como una dilatacion focal o localizada igual o
mayor al 50% del diametro normal de esta arteria; y es el resultado de un proceso
degenerativo que tiene como consecuencia el debilitamiento progresivo de la pared de
la aorta y la subsecuente dilatacién del segmento afectado. * Puede ocurrir a lo largo
de su trayectoria en el torax o el abdomen pudiendo tener una forma sacular o
fusiforme. Sin embargo, su localizacion mas frecuente es en el segmento abdominal,
siendo la porcion infrarrenal afectada con mayor frecuencia, comprendiendo
aproximadamente el 90% de todos los casos de los aneurismas adrticos abdominales
(AAA). ® De acuerdo con esta definicién, si conocemos que el diametro normal a dicho
nivel oscila entre 18 y 21 milimetros (mm), el diagndstico se establece cuando el
didmetro aortico es mayor a 30 mm determinado por tomografia axial computarizada

(TAC). * (Figuras 1y 2).

Aorta Toracica

Aneurisma de Aorta
Abdominal

Figura 1. Diagrama esquematico de un aneurisma aértico abdominal fusiforme de localizacion
infrarrenal con extension bilateral de la patologia aneurismatica a las arterias iliacas comunes.



Figura 2. Angiotomografia computarizada. Proyeccién axial demuestra la dilatacion
aneurismética de 8.9 por 7 centimetros (A); las flechas negra y blanca en la proyeccién coronal
(B) y la reconstruccion en tercera dimensioén (C), indican la compleja morfologia del aneurisma
aortico infrarrenal en un paciente masculino de 70 afios.

Entre los factores etioldgicos de los aneurismas aorticos se incluyen enfermedades
inflamatorias de los vasos conocidas como vasculitis tales como la arteritis de
Takayasu y de células gigantes, colagenopatias como los Sindromes de Marfan, Ehlers
Danlos y Loeys Dietz, otras causas incluyen la necrosis quistica de la tinica media,
agentes infecciosos y causas traumaticas. Sin embargo, aquellos que se asocian a la
presencia de aterosclerosis comprenden el 90% de los casos; a este tipo de aneurisma

aortico se le conoce como ateroesclerético o degenerativo. **

A) Epidemiologia
Los AAA degenerativos afectan principalmente individuos de edad avanzada, con una
prevalencia estimada que oscila entre 3 hasta el 8% en adultos mayores de 65 afos de
acuerdo a diversas fuentes. > ° Los principales factores de riesgo que se han asociado
a la patogénesis de aneurismas aorticos incluyen el género masculino, la historia de

5

tabaguismo activo o pasivo, la presencia de enfermedades crénicas como

hipertension arterial sistémica, alteraciones del metabolismo de los lipidos o



dislipidemias y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). "° De particular
importancia se encuentra los antecedentes heredo-familiares; * *° un estudio llevado a
cabo por el Departamento de Cirugia Cardiovascular de la Universidad de Lieja en
Bélgica encontré una prevalencia del 13% entre familiares de primer grado y del 25%
entre hermanos. ' En Estados Unidos de América (E.U.A.) representa la décimo
tercera causa de mortalidad y aproximadamente se reportan 4,500 muertes al afo
secundaria a la ruptura, ademas de las 1,400 muertes resultado de los 45,000
procedimientos que se llevan a cabo para tratarlos de forma electiva. Esta patologia
tiene una tasa de mortalidad estandarizada de 5.6 por cada 100,000 individuos

mayores de 45 afios. '
C) Manifestaciones Clinicas

Los aneurismas adrticos abdominales son generalmente asintomaticos y se
diagnostican en la mayoria de los casos de manera incidental mediante estudios de
Imagenologia como Ultrasonido abdominal, Tomografia Axial Computarizada (TAC) o
la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) los cuales fueron indicados inicialmente con
otra sospecha clinica. De manifestarse clinicamente, el sintoma principal es el dolor
abdominal o lumbar; en otros casos el diagnéstico es a partir de complicaciones tales
como embolia distal, trombosis in situ, 0 secundario a la compresién de estructuras
adyacentes. Aquellos aneurismas que se presentan con ruptura representan una de las
emergencias mas importantes en la Cirugia Cardiovascular, debido a que un retraso en
el diagnostico se asocia con mortalidad elevada (superior al 80%) aun con la
11-14.

instalacion de un manejo médico-quirdrgico oportuno en centros de excelencia.

(Figura 3)



Ruptura de Aneurisma
Aortico Abdominal

Figura 3. Diagrama de la ruptura de un aneurisma aodrtico abdominal. (A). Tomografia Axial
computarizada de abdomen demostrando una hemorragia retroperitoneal derecha. (B). Figura
modificada de http://www.rad-inc.com/handler.cfm?event=practice,template&cpid=323.

Con el objetivo de reducir las muertes asociadas a esta enfermedad, las camparfias de
tamizaje ultrasonografico han demostrado ser un método costo-efectivo para prevenir la
ruptura de AAA y la mortalidad asociada. ° La Sociedad de Cirugia Vascular (SVS) en
E.U.A, en sus guias de practica clinica actualizadas en 2018 y los servicios de
medicina preventiva [The United States Preventive Services Task Force (USPSTF)] en
dicho pais recomiendan un estudio de ultrasonografia anual en pacientes con edad
igual o superior a 65 afos, particularmente aquellos con antecedente de tabaquismo o
con historia familiar de AAA con un nivel de evidencia IA. ° Existen reportes de que los
casos de AAA familiar tienen una probabilidad superior a manifestarse con ruptura que
los casos esporadicos de aneurismas aérticos, * de esto se deriva el interés de
comprender los mecanismos genéticos y hereditarios involucrados en la patogénesis

de esta patologia.



El principio terapéutico desde siglos atras consiste en aislar de la circulacion al
aneurisma eliminando asi el riesgo de ruptura y muerte. Para ello, en la practica
contempordnea en la especialidad existen dos tipos de abordajes la reparacion
quirargica abierta y remplazo del segmento afectado por un injerto protésico; y la
reparacion endovascular, minimamente invasiva que consiste en la introduccion y
despliegue de un dispositivo en la aorta a través de arterias periféricas (EVAR). Ambas
técnicas han demostrado su seguridad y eficacia particularmente cuando la reparacion
se lleva a cabo de manera electiva, con una mortalidad menor al 3%. De esto la

importancia del diagndstico temprano. ***°

D) Fisiopatologia

La fisiopatologia consiste en tres aspectos esenciales que ocurren en la
pared del vaso: Inflamacién, Protedlisis y Apoptosis (Figura 4). ** La inflamacién de la
pared del vaso es un proceso que tienen en comun las enfermedades que afectan el
sistema vascular de etiologia autoinmune; y donde actualmente, intervenciones
terapéuticas en fase experimental se encuentran dirigidas en estos objetivos.'®?’
Durante la protedlisis de la matriz extracelular participan las Metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y MMP-9) y elastasas, por ultimo, ocurre la apoptosis de las células del

musculo liso de la pared adrtica, produciendo el debilitamiento de la pared adrtica y la

expansion progresiva del saco aneurismatico hasta su ruptura.
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Figura 4. Fisiopatologia de los aneurismas aorticos abdominales: 1. Inflamacion, 2. Protedlisis
y 3. Apoptosis de las células del muasculo liso produciendo el debilitamiento de la pared del
vaso y la expansion progresiva del aneurisma. Diagrama modificado de Braz J Cardiovasc Surg.
2017; 32(3):215-224.
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E) Posibles factores autoinmunes y asociacion con Antigenos Leucocitarios
Humanos

Se han descrito marcadores genéticos relacionados con la susceptibilidad al desarrollo
y al pronéstico de diversas enfermedades de etiologia autoinmune ’; entre los que esté
el complejo principal de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés) el cual se
ubica en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21), y cuenta con mas de 300 genes muy
polimorficos y que ocupan aproximadamente un total de 4 millones de pares de bases,
por lo que se identifica como la regién de mayor densidad en el genoma humano, esto
como consecuencia de la exposicion a diversos patégenos debido al incremento de

movimientos poblacionales a lo largo de la historia del hombre (Ver la Figura 5).

Migraciones historicas
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Figura 5. Migraciones humanas histéricas que han incrementado el polimorfismo genético del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Diagrama cortesia del Dr. Julio Granados.
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Utilizando marcadores genéticos ademas es posible caracterizar el origen ancestral de
un grupo étnico, esencialmente estos meétodos involucran la caracterizacion de
frecuencias génicas en las poblaciones de estudio por una variedad amplia de
proteinas. Si las frecuencias de las proteinas polimérficas son conocidas, es posible

determinar el porcentaje de genes en la poblacién que proporcionan su ancestria. 8

A mediados de la década de los noventas,*®

especialistas de la Universidad de Boston
reportaron por primera vez en la literatura diferencias en el niamero de casos
quirdrgicos de aneurismas aorticos que se intervenian en dicha institucién entre los
diferentes grupos étnicos de pacientes, los investigadores observaron que la
enfermedad ateroesclerdtica oclusiva era mas frecuente en pacientes afro-americanos
gue en caucasicos a pesar de que los AAA fueron mas prevalentes en estos ultimos;
los autores concluyeron que los afro-americanos tienen al parecer un menor riesgo de
desarrollar aneurismas aorticos. Los estudios genéticos de HLA en caucasicos
mostraron que los alelos HLA-DRB101 y HLA-DRB1'15 se asocian con la patogénesis
de aneurismas de la aorta abdominal en tanto que HLA-DQ3 parece ser protector. 2>
Rasmussen también demostré ademas que el alelo B1*02 el cual incluye B1*15 y
B1*16, ademas de B1*04 tienen una asociacion significativa con el desarrollo de
aneurismas. 2 Otros estudios llevados a cabo en Asia confirmaron que HLA-DRB1'15
se asocid a riesgo genético en japoneses; 2* ademas, se encontré asociacion del HLA-
B52 y el HLA-DRB1'15 con aneurismas aérticos concomitantes con enfermedad
oclusiva aorto-iliaca en dicho grupo étnico, 2° Aunque también existe un reporte en

26

Irlanda del Norte donde no se encontr6 asociacion. La evidencia cientifica
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actualmente sugiere que la enfermedad ateroesclerotica es mas frecuente en

padecimientos autoinmunes. 2’

Los AAA son una patologia de etiologia multifactorial, donde parece existir un fondo
genético, en éste participan quimiocinas como la proteina quimiotactica de monocitos
(MCP-1) y cuyo polimorfismo en la region promotora determina sus niveles y la
inflamacion sistémica potencialmente deletérea, a ello se suman alteraciones genéticas
de las metaloproteinasas (MMPs), proceso que apoya el posible fondo autoinmune. %
En el caso de aneurismas intracraneales se ha determinado que la expresion sostenida
de MCP-1 en las células endoteliales presumiblemente juega un papel importante que
promueve la infiltracion de macrofagos, exacerbando la inflamacion en la pared del
vaso que conduce al debilitamiento del aneurisma, su expansién y su ruptura. 2°
Estudios in vitro en modelos murinos de aneurismas adrticos y carotideos han
demostrado el papel fundamental en el reclutamiento de monocitos en el sitio de
induccién aneurismatica. *> 3* El polimorfismo de la regién promotora de MCP-1, un

gen bialélico en el brazo largo del cromosoma 17, hasta la fecha no se ha estudiado en

individuos humanos con aneurismas aorticos.
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F) Contexto de la Patologia Adortica Aneurismatica en México

En México, la literatura con respecto a la epidemiologia de aneurismas aorticos y el
impacto en salud publica es escasa. En el afio 2007 la Secretaria de Salud reporté en
los certificados de defuncién, la ruptura de aneurismas adrticos como causa de muerte
en un total de 4,021 individuos durante el periodo de tiempo comprendido del afio 1984
al 2007; * lo cual posiblemente representa una cifra por debajo de la realidad debido a
gue esta enfermedad se manifiesta con muerte subita y la mayoria de los pacientes no
llegan a recibir atenciéon en una institucion con los recursos humanos, cientificos y
tecnologicos para determinar el diagnéstico. La Guia de Practica Clinica (GPC)
mexicana sobre Aneurismas Adrticos del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
publicada en 2015 reporté que en el 48% de los casos los aneurismas se descubren
mediante una exploracion fisica, el 37% incidentalmente mediante estudios de imagen
solicitados por otra causa y 15% durante una intervencion quirargica abdominal de

urgencia. >

En el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ)
se implemento en el mes de octubre del 2015 un programa de escrutinio imagenolégico
en pacientes mayores de 65 afios con factores de riesgo cardiovascular; los resultados
han mostrado una tendencia similar a las prevalencias reportadas en estudios
multicéntrico internacionales. 33’ Hasta mayo de 2018 se ha detectado una
prevalencia del 3.26% entre 1,042 individuos. ** Ademas, estudios transversales
llevados a cabo en el INCMNSZ mediante la busqueda intencionada en estudios de

tomografia axial computarizada de térax y abdomen en 4,809 pacientes, reportaron una
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prevalencia global del 5.63% de aneurismas aorticos, del total, el 2.8% se encontraron

en la aorta toracica y 2.7% en la aorta abdominal. 3% 3*
G) Posibles factores de proteccion en el mexicano mestizo.

Resulta de interés recordar que los primeros grupos poblacionales en el continente
americano provienen de una primera migracion desde Asia hace aproximadamente
20,000 afios la cual dio origen a la mayor parte de las poblaciones nativas de América.
El polimorfismo genético del MHC se incremento con la llegada de otros grupos étnicos
(europeos y africanos) desde el descubrimiento de América y durante toda la
colonizacion de la Nueva Espafa lo que resulté en que el mexicano mestizo cuente con
una proporcién del 56% de genes de origen amerindio, 40% de genes caucasicos y 4%
de genes africanos. *> *! Se ha planteado que los alelos amerindios podrian constituir

un factor de proteccion para el desarrollo de aneurismas aérticos.
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H) Planteamiento del Problema

Los aneurismas aérticos abdominales representan una importante causa de mortalidad
en adultos mayores de 65 afios. La patogénesis de los aneurismas aorticos
abdominales del tipo degenerativa continla siendo poco clara, se conoce que es una
enfermedad multifactorial. Sin embargo, estudios previos de frecuencias génicas de
HLA del locus DRB1 se han asociado significativamente a la presencia de esta
patologia en europeos, japoneses y africanos, sugiriendo un posible mecanismo
autoinmune, predisposicion genética y susceptibilidad étnica. Sin embargo, en México
este tipo de estudio en patologia adrtica no tiene antecedente, lo cual no permite definir
con certeza los alelos previamente descritos como de susceptibilidad, existiendo sin

duda diferencias étnicas y diversidad genética como resultado del mestizaje.
[) Justificacion

En nuestro contexto, poco conocemos y escasa la literatura sobre la epidemiologia de
aneurismas abdominales aérticos en la poblacién mestiza en México. Un estudio de
prevalencia realizado en el INCMNSZ determiné en una muestra de 4,809 pacientes
que la presencia de patologia aértica aneurismatica fue de 5.63%. 3 Especialistas en
el area de Angiologia y Cirugia Vascular en México han planteado la hipétesis de que
el polimorfismo genético en el mexicano secundario al mestizaje podria constituir un
factor protector para el desarrollo de ciertas enfermedades incluyendo los aneurismas
aorticos. De tal manera que el estudio de HLA en pacientes con enfermedad
aneurismatica edad avanzada representaria un marcador perfecto y determinante para

identificar pacientes con susceptibilidad genética.
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J) Hipotesis
Nula:

La frecuencia génica de la expresién de los polimorfismos de HLA-DRB1'01, HLA-
DRB104 y HLA-DRB1'15 y HLA-DRB1'16 en pacientes mexicanos mestizos con

aneurismas aorticos abdominales es equivalente a la del grupo control.
Alternativa:

La frecuencia génica de la expresion de los polimorfismos de HLA-DRB1°01, HLA-
DRB104 y HLA-DRB115 y HLA-DRB1'16 en mexicanos mestizos pacientes con

aneurismas aorticos abdominales es diferente a la del grupo control.
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K) Objetivos

Objetivo principal:

Determinar las frecuencias génicas (fg) del locus HLA-DRB1 en pacientes
mexicanos mestizos con aneurismas de aorta abdominal y comparar estas con
las fg de un grupo control en quienes se ha descartado esta enfermedad
mediante tomografia axial computarizada del abdomen.

Investigar posibles asociaciones de susceptibilidad y proteccion de las variables
génicas obtenidas al desarrollo y progresion de la enfermedad en la poblacion

mexicana estudiada.

Objetivos secundarios.

Determinar las variables génicas y genotipicas, de la expresion de polimorfismos
de la region promotora de la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1)
(rs1024611) en pacientes con AAA mediante un estudio piloto con el objetivo de
generar una hipétesis.

Definir las variables demograficas y comorbilidades de las poblaciones
estudiadas.

Establecer mediciones de las dimensiones de los aneurismas adérticos en su
didmetro anteroposterior y su extensiéon longitudinal.

Investigar la variable génica de los locus estudiados que se asocien a la
presencia de la enfermedad en una edad mas temprana, predominancia por
sexo 0 con caracteristicas morfoldgicas del aneurisma (forma sacular o fusiforme

y dimensiones).
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Estudiar la morbi-mortalidad perioperatoria y la supervivencia a largo plazo de
los pacientes que han sido intervenidos ya sea por cirugia Abierta o
Endovascular (EVAR) en el servicio de Angiologia y Cirugia Vascular de los
pacientes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ) con las fg asociadas al desarrollo de Aneurismas Adrticos

Abdominales.
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L) Metodologia: Disefio General

Estudio Observacional de Casos y Controles en la poblacion mexicana mestiza con
diagnostico de AAA (Casos) perteneciente a la consulta del servicio de Angiologia y
Cirugia Vascular del INCMNSZ quienes ya han sido intervenidos con el objetivo de
eliminar el riesgo de ruptura o que se encuentran en periodo de seguimiento con el
objetivo de monitorizar la tasa de crecimiento de los AAA. El grupo control son
pacientes del INCMNSZ, pertenecientes al mismo grupo étnico que constituye un
control histérico institucional. Se determinaran las frecuencias génicas (fg) del locus de
HLA-DRB1 fg y frecuencias genotipicas de la region promotora de MCP-1 y se
estableceran comparaciones de los grupos de estudio de las mediante pruebas de
estadistica no paramétrica, que incluyen la prueba de Chi Cuadrada y la prueba exacta
de Fisher. Se calculara la razén de momios (OR) mediante el programa estadistico

STATA version 14.1.

M) Obtencién de las muestras

Previa obtencion de consentimiento informado, se tomaron muestras de sangre
periférica en los sujetos de estudio, posteriormente se extrajo el Acido
Desoxirribonucleico genémico (QADN), mediante columnas de afinidad negativa con el
kit comercial (Qiagen), se determiné su integridad y pureza mediante nanodrop y
electroforesis en un Gel de Agarosa al 1%. Se llevo a cabo reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) de punto-final del locus HLADRB1 con primer genérico. Se verifico la
amplificacion de fragmentos por medio de electroforesis en Gel de Agarosa al 1%. Se

desnaturaliz6 el producto de PCR y se realizo la hibridacion con perlas de poliestireno
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gue contienen sondas especificas para los grupos de alelos. La hibridacion se realizé
en un horno a 60 grados centigrados, completando un total de 30 ciclos y
posteriormente se hicieron los lavados con etanol al 70%. Una vez completado el
proceso de lavado, se llevd a cabo la conjugacidén con estraptavidina y finalmente se

completo la lectura con el sistema Luminex® 200™.

Por otro lado, la genotipificacion de los polimorfismos de un solo nucleétido en el gen
MCP-1 se realizé por PCR en tiempo real, utilizando sondas TagMan (pre-designed
SNP Genotyping Assays, Life Technologies, Applied Biosystems, CA. USA. La
amplificacion se completé con el equipo StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Life

Technologies, Applied Biosystemes, CA, USA).
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Definicion de Variables y Desenlaces

Aneurisma Adrtico Abdominal: Dilatacion focal e irreversible localizada en la aorta

superior al 50% del diametro normal del vaso y localizado por debajo de la cupula

diagramatica, con o sin extension a las arterias iliacas.

Aneurisma Fusiforme: Aquella dilatacién que ocupa la pared del vaso en toda su

circunferencia.

Aneurisma Sacular: Dilatacién que afecta o involucra solo un segmento de la pared.

Mexicano Mestizo: Individuo nacido en la Republica Mexicana con al menos dos

generaciones (padre, madre y abuelos biolégicos) con la nacionalidad mexicana por
nacimiento. Se analizaron ademas las variables como edad, sexo, antecedentes
personales no patoldgicos y patoldgicos, las dimensiones de los aneurismas aorticos.
Asi como variables clinicas (sintomas, signos, comorbilidades), trans-operatorias

(técnicas), complicaciones, reintervenciones y supervivencia.

Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que se
diferencian en su secuencia las cuales puede manifestar en modificaciones concretas

de la funcion.

Polimorfismo: Se refiere a la presencia de mas de un alelo de un gen en la poblacion.

Frecuencia génica: Proporcidén que se observa de un alelo especifico respecto al

conjunto de los que ocupa un locus determinado en la poblacion estudiada.

Frecuencia genotipica Es la proporcion de genotipos en una poblacion estudiada.
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N) Criterios de Seleccion

Definiciéon de Grupo de Casos:

Poblacibn mexicana mestiza de edad igual o mayor a 65 afios, perteneciente a
cualquier sexo con diagndstico confirmado de aneurisma aortico abdominal (AAA)

mediante una TAC de etiologia degenerativa. (Figura 6).

Figura 6. Tomografia Axial computarizada con contraste la cual demuestra la presencia de un
aneurisma aortico abdominal con un diametro anteroposterior (AP) de 62 milimetros (mm).
Permiso para su reproduccion de parte Permanyer Hinojosa CA, Bermudez-Serrato K, Anaya-
Ayala JE, et al. Relevance of ultrasonographic screening programs in the detection of aortic
aneurysms Cir Cir. Articulo en prensa.

Definicién de Grupo Control:

Poblacibn mexicana mestiza, perteneciente a cualquier sexo, a quien se le ha

descartado la presencia de un aneurisma aortico.
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Criterio de Exclusioén

Paciente con diagnostico de AAA en quien se ha confirmado que la patologia
aneurismatica es secundaria a cualquiera de las siguientes causas: Traumaticas,
infecciosas, vasculitis (arteritis de Takayasu o arteritis de células gigantes),
enfermedades de tejido conectivo o colagenopatias (Sindrome de Marfan, Ehlers

Danlos, Loeys Dietz).

Paciente que no se encuentre en la facultad de firmar el consentimiento informado.

Criterios de eliminacion

Muestra hemolizada o insuficiente. Paciente que no acepta la toma de una segunda

muestra, esto en caso que la primera muestra sea subdptima para su estudio.
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O) Determinacion del tamafio de muestra

Las frecuencias génicas (fg) en la poblacién mexicana mestiza (fg) del locus HLADRB1
ya han sido estudiadas y publicadas por miembros del equipo de investigacion en el
INCMNSZ, ** * ademas existe conocimiento previo de los alelos que se han estudiado
e identificados en asociacién genética con AAA en otros grupos étnicos. Informacion
gue nos permite estimar el tamafio de muestra utilizando la formula para diferencia de

dos proporciones con un nivel de confianza de 95% y potencia de 80%.

. [zﬂ Vor,(1-n,) — ZVa, (1) + 7, (I-n.,) ]

T[l _RE

Donde:

n: tamafno de la muestra estimado
Z.= (0=0-05) 1.96

Z B= (B=0.10-0-20) = -1.645, 084

T 1: proporcion del grupo 1 (0.25)
T 2: proporcién del grupo 2 (0.05)

1 - 12 = diferencia entre proporcion de los grupo 1y 2 significativa (proporcién

estimada 0.20)

Conociendo que las fg en la poblacion mexicana de HLDRB1DR*01 es de 0.05,
HLDRB1DR*15 es 0.025. * Para poder estimar si la proporcién del grupo 1 (25%) es

distinta de la proporcién del grupo 2 (5%) necesitaremos tomar 48 individuos de cada
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grupo. Se estimaron ademas un 10% de posibles pérdidas durante el proceso de
tipificacion molecular sumando con un total de 52 por grupo. Para el estudio de las
variables génicas y genotipicas de MCP-1 se llevo a cabo un estudio piloto con 27
pacientes pertenecientes al grupo de casos de la muestra estimada con el objetivo de

generar una hipétesis relacionada con esta patologia.

P) Manejo de Muestras

Las muestras de sangre recolectadas fueron enviadas al laboratorio en un tubo de
ensayo Vacutainer™ con anticoagulante reversible por paciente, estos han sido
etiquetados para su identificacion con el nombre del paciente, edad y numero de
registro y almacenados a 2 grados centigrados. EI ADN extraido se mantiene en

congelacion en el Departamento de Cirugia Experimental del INCMNSZ bajo llave.
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Q) Andlisis Estadistico

Las frecuencias génicas y genotipicas fueron calculadas y expresadas en proporciones
en los grupos de estudio, casos y controles. Estas se analizaron y se compararon
mediante pruebas estadisticas no paramétricas como la prueba exacta de Fisher y Chi
Cuadrada con el objetivo de determinar si existen diferencias significativas entre los
grupos. Todos los valores de p fueron calculados a dos colas, se calcul6 la razén de
momios (OR) para estimar el tamafio del efecto y los valores seran considerados
significativos cuando p< 0.05. Se llevé a cabo estadistica descriptiva, las variables
clinicas continuas se expresaron como medias y desviacion estandar, las variables
categodricas con numero o porcentaje. Se utilizé la prueba de “t” de Student para
comparar medias, regresion logistica para determinar otros factores asociados al
desarrollo de la enfermedad. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con

programa estadistico software STATA version 14.0.

R) Financiamiento

Organismo patrocinador: Fundacién para la Salud y la Educacién “Dr. Salvador
Zubiran” AC
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El protocolo de investigacion en extenso se sometio y se aprobd por el comité de
Investigacion y el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion Salvador Zubiran con el nimero 1913. (Figura 7)

DR. CARLOS A. HINOJOSA BECERRIL
INVESTIGADOR PRINCIPAL

DIRECCION DE CIRUGIA

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN
AV. VASCO DE QUIROGA No. 15

COL. BELISARIO DOMINGUEZ SECCION XVi

CIUDAD DE MEXICO, C.P. 14080

PRESENTE

Por este medio, nos permitimos informarle que el Comité de Investigacién, asi como el Comité de
Etica en Investigacién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirén, han revisado y

aprobado el Protocolo de Investigacién Clinica, titulado:

“ANALISIS GENETICO DEL POLIMORFISMO DE ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA) Y
DE LA REGION PROMOTORA DE QUIMIOCINA MCP-1 EN LA POBLACION MEXICANA MESTIZA
CON ANEURISMAS DE LA AORTA ABDOMINAL”"

Figura 7. Imagen del fragmento de la carta de aprobacion del protocolo de investigacion en el
INCMNSZ.
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S) Resultados

Se llevo a cabo un estudio de Casos y Controles, la tipificacion molecular de HLA se
completd para el locus DRB1 por la técnica de Oligonucledtido de secuencia
Especifica, PCR punto final. Se analizaron muestras en 39 pacientes, de los cuales 28
(72%) pertenecen al sexo masculino y 11 (28) al sexo femenino, la media de edad del

grupo de casos fue de 72 afios con una desviacion estandar de 9 (Tabla 1).

Variable Numero de Pacientes
Total 39 (%)
Sexo Masculino 28 (72%)
Sexo Femenino 11 (28%)
Antecedente de Tabaquismo 30 (77%)
Comorbilidades
Hipertension arterial 29 (74%)
sistémica
Dislipidemias 20 (51%)
Diabetes Mellitus tipo 2 11 (28%)
Cardiopatia Isquémica 9 (23%)
Enfermedad Arterial 5 (13%)
Periférica
Enfermedad 2 (5%)
Cerebrovascular

Tabla 1 Variables demograficas y comorbilidades de los pacientes mexicanos mestizos con
Aneurismas de Aorta Abdominal (AAA).

Los alelos fueron comparados con 99 pacientes del grupo control histérico institucional
pertenecientes al mismo grupo étnico. De los 78 alelos pertenecientes al grupo de
casos y los 198 del grupo control analizados, al llevarse a cabo comparaciones se
observo que la fg del tipo HLA-DRB1*01 fue del 0.128 en el grupo de casos comparado
con el 0.05 del grupo control [p=0.03, OR 2.6, con intervalos de confianza (IC) al 95%
de 1.04-6.5], la fg HLA-DRB1*16 fue de 0.115 en el grupo control y de 0.025 en el de
casos (p=0.002, OR 5, IC al 95% de 1.6-16-9). Por otra parte, se encontré que el tipo

HLADRB1*08, el cual es el alelo que se reporta con mayor frecuencia en el mexicano
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mestizo, tuvo una fg de 0.064 en el grupo de casos, comparado con el 0.165 del grupo
de controles, sugiriendo un efecto protector significativo (p=0.02, IC al 95% de 0.13-
0.91). La tabla 2 resume el analisis comparativo de las frecuencias génicas obtenidas

de los grupos de estudio.

DRB1*04 17 0.218 47 0.237 085 0.89 047-1.68
DRB1°01 10 0.128 10 0.050 0.03* 26 1.04-6.5

DRB1*16 9 0.115 5 0.025 0.002* 5 1.6-16.9

DRB1°07 8 0.103 22 0.111 1.00 0.8 0.39-2.15
DRB1*11 7 0.000 20 0.100 0.95 0.88 0.35-2.17
DRB1*15 7 0.090 13 0.065 0% b A
DRB1*14 6 0.077 21 0.105 o o 03T

DRB1*08 5 0.064 33 0.165 0.004* 034 0.13-0.81

DRB1*13 3 0.038 10 0.050 s s N

DRB1°03 3 0.038 11 0.055 Or8 e fana
o . do44 ; S 1.00 2.55 0.16-41.42
DRB1°09 1 0.013 3 0.015 100 0.0¢ 0.00-6.24
DRB1*12 1 0.013 2 0.010 i rat Oitt-14.24
TOTAL: 78 e

Tabla 2. Frecuencia génica del locus HLA-DRB1 en pacientes mexicanos mestizos con
aneurismas de la aorta abdominal (AAA).

La investigacion de las variables génicas asociadas a riesgo genético para el desarrollo
de aneurismas aorticos en el grupo de casos, no demostré asociacion significativa al
desarrollo de la enfermedad a una edad menor de 65 afios, predominancia por sexo 0 a
las dimensiones, caracteristicas morfolégicas del saco aneurismatico o a una
progresién mas acelerada del aneurisma o la supervivencia a corto o mediano plazo de

los pacientes.
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En lo que respecta el analisis de polimorfismos de la regiébn promotora de la quimiocina
MCP-1, se completo el estudio piloto en 27 pacientes con AAA (figura 4), los cuales 18
(67%) pacientes pertenecian al sexo masculino y 9 (33%) al sexo femenino, la media
de edad del grupo de casos fue de 74 afios con una desviacion estandar de 12. En la

tabla 3 se resumen las variables demograficas y comorbilidades de los pacientes

estudiados.
Variable Numero de Pacientes (%)
Sexo Masculino 18 (67%)
Sexo Femenino 9 (33%)
Antecedente de Tabaquismo 20 (74%)
Comorbilidades
Hipertension arterial sistémica 20 (74%)
Dislipidemias 14 (52%)
Cardiopatia Isquémica 10 (45%)
Diabetes Mellitus tipo 2 7 (25%)
Insuficiencia Renal Crénica 2 (7T%)

Tabla 3. Variables demograficas y comorbilidades de los pacientes mexicanos mestizos con
Aneurismas de Aorta Abdominal (AAA).
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Figura 8. Electroforesis de las muestras de los 27 pacientes con aneurismas incluidos en el
analisis genético de la region promotora de MCP-1.

La fg de A fue 0.47 (25 alelos) mientras que la fg de G fue 0.53 (29 alelos). En cuanto
las frecuencias genotipicas estas fueron de 0.51 para el genotipo AA, 0.30 el AG y de

0.19 en el GG, ver tabla 4.

Genotipo Total 27 Sexo Media de Edad | Dislipidemia
(100%)

AA 14 (51) 71%Sexo Masculino 72 afios 71%

AG 8 (30%) 75% Femenino 73 afios 63%

GG 5 (19%) 80% Femenino 67 anos 20%

Tabla 4. Frecuencias genotipicas de la region promotora de quimiocina MCP-1, proporcion con
respecto al sexo, la media de edad y la presencia de dislipidemias como antecedente personal
patolégico.

Al comparar los pacientes con el genotipo inflamatorio GG, se observo que la media de
edad de estos pacientes es 5y 6 afios menor a los genotipos AA y AG respectivamente
y con predominio en el sexo femenino. De los 5 pacientes con dicho genotipo, solo uno
tenia un factor de riesgo cardiovascular como antecedente (trastorno del metabolismo
de los lipidos), sin embargo, el andlisis estadistico de las variables no demostré

significancia estadistica.
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T) Discusién

La patogénesis de los aneurismas aodrticos abdominales parece ser el resultado de la
interaccion de factores ambientales y genéticos. ***' La fisiopatologia consiste en la
degradacion de la matriz extracelular de la pared de los vasos sanguineos en
respuesta a la presencia de células inflamatorias como macréfagos y linfocitos, ademas
de la activacion de enzimas proteoliticas principalmente las metaloproteinasas (MMPSs)
2 y 9. La inflamacién resultante genera destruccion de tejido y necrosis de las células

del musculo liso, perpetuando los ciclos de inflamacion.

La elevacion de citosinas, la activacion de protedlisis y la elevacidon de los titulos de
inmunoglobulinas se ha reportado en el tejido aértico humano afectado, por lo que la
hipotesis de un posible mecanismo de autoinmunidad se ha planteado por
investigadores en el &rea, similar a lo que ocurre en las vasculitis que afectan los vasos

de gran calibre. %

Los antigenos leucocitarios humanos son un componente de la respuesta inmune en
los que estudios iniciales en la década de los noventas y principio del siglo 21 se
concentraron, diferentes alelos de HLA-DRB1 demostraron una asociacion significativa
en la presencia de aneurismas adrticos abdominales en la poblacién estudiada (Ver

tabla 5). 2°%°
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Autor Ao de HLA Casos/Controles Valor p Razon de Intervalos de
Publicacidn Isotipo y Momios Confianza al
Subtipo (OR) 95% (IC)

1 | Hiroshe 1995 HLA-DR B1*2 46/50 p< 0.005 NR NR
(15)

2 | Tilson MD 1996 HLA-DR B1*02 5/NR p=0.037 NR NR
HLA-DR B1*12* p=0.023

3 | Rasmussen | 1997 HLA-DR B1*15 37/90 p <0.05 NR NR
HLA-DR B1*0404

4 | Rasmussen | 2001 HLA-DR B1*02, 102/118 p=.03 22 1.2-4.0;
HLA-DR B1*04 Degenerativo p =.01 2.0 1.1-3.7,
HLA-DR B1*02, 40/118 3.7 1.8-8.6;
HLA-DR B1*04 Inflamatorio 2.5 1.1-6.1

5 | Rasmussen | 2002 HLA-DR B1*02, 96/NR NR 2.5 14a43
HLA-DR B1*04 2.1 1.2a3.7

6 | Monux 2003 HLA-DR B1*04 72/380 p=0.02 2.59 14243

7 | Sugimoto 2003 HLA-DR 46/40 p < 0.005 NR NR
B1*1502.

8 | Badger 2007 HLA-DRB1*03, 241/NR NS NR NR
*04, *07, and *15

9 | Anaya-Ayala | 2019 HLA-DRB1*01. 39/99 p=0.03 2.6 1.04-6.5
HLA-DRB1*16 p=0.002 5 1.6-16.9

NR=No reportado

Tabla 5. Publicaciones acerca de la posible asociacién de subtipos de HLA-DRB y la presencia
de Aneurismas Adrticos Abdominales y comparacién con nuestro estudio.

Se conoce que los genes de HLA son altamente polimorficos y la distribucion varia
entre los diferentes grupos étnicos y que estos polimorfismos se asocian a
enfermedades vasculares de posible etiologia autoinmune. *° Los antigenos de clase |I
en las diferentes poblaciones son de importancia para determinar asociacion de
enfermedades, en el area de la medicina de trasplantes y en estudios antropolégicos. *
La frecuencia de posibles bloques entre los grupos étnicos de diferente ancestria y
dichas variaciones podrian resultar de utilidad para medir la diversidad genética del
complejo principal de histocompatibilidad y de los pacientes con aneurismas aérticos,
pero estas asociaciones no parecen universales en todas las poblaciones investigadas.
1520 Estamos de acuerdo que el mecanismo mediante el cual ciertos alelos de HLA
pueden proporcionar susceptibilidad es multifactorial, sin embargo estos factores

genéticos parecen constituir un factor importante posiblemente contribuyendo con otros
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genes y factores ambientales en el desarrollo de enfermedades en cierto grupo de

pacientes.

Los aneurismas aorticos son tipicamente asintomaticos hasta que ocurre la ruptura, por
lo que la deteccidén temprana y tratamiento electivo elimina este riesgo. La Sociedad de
Cirugia Vascular en Estados Unidos de América recomienda que pacientes con
factores de riesgo cardiovascular se sometan a un programa de seguimiento
ultrasonografico con el objetivo de evitar una ruptura fatal. * La vigilancia actualmente
depende de mediciones seriales del didmetro aneurismatico el cual hasta el momento

es el unico predictor clinico de expansion y ruptura del AAA.

A 10,1cm

Figura 9. Evaluacion Ultrasonografica abdominal donde se revela la presencia de un
aneurisma aoértico abdominal en un paciente masculino de 68 afos (A), la medicion
anteroposterior mediante este método determinal la presencia de una lesion de 10.1 cm.
Permiso para su reproduccion de parte Permanyer Hinojosa CA, Bermudez-Serrato K, Anaya-
Ayala JE, et al. Relevance of ultrasonographic screening programs in the detection of aortic
aneurysms Cir Cir. Articulo en prensa. **
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Los programas de tamizaje actuales se basan primariamente en caracteristicas
demograficas y factores de riesgo tradicionales. Consideramos que un estudio mas
profundo en la gendmica sin duda asistirA en las decisiones clinicas sobre que
pacientes deben ser estudiados de manera prematura y decidir el momento del
tratamiento quirdrgico electivo. Nuestros resultados han demostrado asociaciones del
HLA-DRB1*01 y DRB1*16 en la poblacion mexicana a desarrollar esta enfermedad, al
igual que ha sido previamente reportado en otros grupos poblacionales, trascendiendo
la etnicidad; sin embargo debido al limitado tamafio de muestra, con pacientes
pertenecientes al valle de México, consideramos que la confirmacién en un grupo
mayor o0 genéticamente distinto en nuestro pais es importante. De confirmarse, podria
resultar de utilidad la obtencién y estudio de un perfil inmunogenético con los
escrutinios ultrasonograficos con el objetivo de determinar la susceptibilidad a
desarrollar Aneurismas Adrticos Abdominales. El impacto clinico de estas técnicas no
se ha estudiado previamente a nivel internacional y requerira un estudio a mayor
escala. El alelo mas frecuente en la poblacion mexicana es el HLA-DRB1*08 el cual es
de origen amerindio no solo del centro de México, también se ha encontrado en la
poblacion amerindia en Norte y Sudamérica, este alelo como lo observamos en
nuestros resultados posiblemente constituye un factor protector en el desarrollo de

aneurismas adrticos abdominales en la poblacién mexicana mestiza. **“°

Por otro lado, nos interes6 investigar mediante un estudio piloto, las variables
genotipicas de la region promotora de la quimiocina MCP-1 por su posible papel en el
fenomeno inflamatorio del mecanismo de lesion de la pared aodrtica;, el genotipo

inflamatorio GG produce altas concentraciones séricas de MCP-1 incrementando el
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estado inflamatorio sistémico y con ello el riesgo a desarrollar tuberculosis
diseminadada. Se ha identificado frecuencias elevadas de genes IS6110 y HupB en el
tejido aortico de pacientes con arteritis de takayasu, sugiriendo un posible vinculo entre

46

infeccion por Mycobacterium tuberculosis previo al dafio arterial, > mecanismo que

podria estar presente en el desarrollo de aneurismas aérticos del tipo degenerativo.

Conclusiones

El analisis genético confirma frecuencias incrementadas de HLA-DRB1*01 y de HLA-
DRB1*16 en asociacion con aneurismas de la aorta abdominal, mientras que el HLA-
DRB1*08 parece ser protector. En adicion, el polimorfismo de la region promotora de la
guimiocina MCP-1 permite identificar los genotipos que podrian representar
marcadores de riesgo genético de inflamacion sistémica asociados a la patogénesis de

Aneurismas Adrticos Abdominales.

Un entendimiento mas profundo de los mecanismos inmunogenéticos en la
patogénesis de esta enfermedad podria asistir en la identificacion de un perfil
inmunogenético en individuos en riesgo en los diferentes grupos étnicos y quienes
podrian beneficiarse de tamizaje ultrasonografico temprano, ademas de vigilancia

clinica estrecha
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Anexos. Declaracion de Investigadores y forma de conflicto de interés utilizada en el
protocolo.

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y MUTRICIOM

HETARAR FNIAN Lunes 23 de mayo de 2016
DECLARACION DE LOS INVESTIGADORES

TITULO DEL PROYECTO: “Analisis_genético_del polimorfismo de antigenos leucocitarios
humanos (HLA) y de la regiéon promotora de quimiocina MCP-1_en la_poblacién _mexicana
mestiza con aneurismas de la aorta abdominal’

Namero de Registro CIIBH:

Los investigadores que participamos en el proyecto arriba mencionado sometemos
voluntariamente a evaluacion dicho proyecto ante el Comité Institucional de
Investigacién Biomédica en Humanos y libremente declaramos:

¢ Que conocemos todos los aspectos del estudio y contamos con la capacidad de
llevarlo a buen término.

* Que la revision minuciosa de los antecedentes cientificos del proyecto justifican
su realizacién y nos comprometemos a mantener un estandar cientifico elevado
que permita obtener informacion util para la sociedad.

* Que conocemos los riegos potenciales a los que exponemos a los pacientes
invitados a participar los cuales hemos discutido ampliamente con ellos.

* Que pondremos el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de
investigacion por encima de cualquier otro objetivo.

* Que nos conduciremos de acuerdo con los estandares de comportamiento ético
y cientifico aceptados nacional e internacionalmente segun lo establecido por la
Ley General de Salud y el Reglamento en Materia de Investigacion para la Salud
de México, las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion y
Experimentacion Biomédica en Seres Humanos de la Organizacion Mundial de Ia
Salud asi como la Declaracion de Helsinky.

Nombre del investigador ' Firma _——=

Dr. Carlos Arturo Hinojosa Becerril SN — .

Dr. Julio Granados Arriola A P —=\2=-?:K)
Dr. Javier Eduardo Anaya Ayala Alawhen, . B
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CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
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CONFLICTO DE INTERESES

TITULO DEL PROYECTO: “ANALISIS GENETICO DEL POLIMORFISMO DE

ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA) Y DE LA REGION PROMOTORA
DE LA QUIMIOCINA MCP-1 EN LA POBLACION MEXICANA MESTIZA CON

ANEURISMAS DE LA AORTA ABDOMINAL”

Numero de Registro C.E.I.:

iElinvestigadorincurre en algun de los siguientes Conflictos de Interés?

En caso de que exista o no el conflicto explicar el por qué.

CONFLICTO DE INTERESES

S

NO

El interés es un valor superior a 10.000 délares
EE.UU. cuando se suman a la familia inmediata.

Elinterés no se cotiza en la bolsa de valores.

El valor de los intereses aumentara o disminuira
dependiendo de los resultados de |la
investigacion.

Es duefio del 5% o mas de la compafia que
patrocina el estudio 6 del producto generado (0 1%
si participan otros familiares)

El interés estad relacionado con una patente,
marga registrada, derecho de autor, o acuerdo de
licencia.

Fecha:
Investigador Nombre y Firma:

Recibido:
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