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ABREVIATURAS

APN: Adiponectina.

Apo Al: apoproteina Al.

Apo B: apoproteina B.

Apo E: apoproteina E.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.
AS: Aterosclerosis subclinica.

AVC: Accidentes vasculares cerebrales.
BMP: Proteina morfo genética osea.
BSP1: Sialoproteina 6sea 1.

CAC: Calcificacion arterial coronaria.

CIMT: Del Inglés por las siglas; carotid intima—media thickness=grosor de la

carétida intima-media.

CML: Células musculares lisas.

CV: Calcificacion vascular.

DE: Desviacion estandar.

EAC: Enfermedad arterial coronaria.

EACp: Enfermedad arterial coronaria prematura.
EC: Enfermedades cardiovasculares.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

ENT: Enfermedades no transmisibles.
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RESUMEN

La Enfermedad Arterial Coronaria (EAC) es la primera causa de muerte en México
y en el mundo. La EAC es un proceso inflamatorio crénico caracterizado por la
alteracion morfologica y funcional de la pared vascular que en estadios finales tiene
como consecuencia la disminucion del calibre de la luz arterial y como
consecuencia final, el infarto al miocardio. Se ha demostrado que la genética es un
factor determinante para el desarrollo y progresion de la EAC, sin embargo es una
enfermedad multifactorial, por lo que no se han logrado dilucidar por completo los
mecanismos involucrados. La proteina osteopontina (OPN) tiene un impacto en el
desarrollo de la EAC, particularmente en la inhibicion de calcio. Se ha mostrado su
asociacion con placas aterosclerosas calcificadas, al considerar una FAM mayor al
30%.Con el fin de determinar si los polimorfismos localizados en el gen OPN en
pacientes con EAC, comparados con el grupo control, se asocian a la
susceptibilidad o proteccion genética de la enfermedad,se realizé el andlisis en la
cohorte de individuos del proyecto de Genética de la Enfermedad Aterosclerosa
(GEA),con 1142 pacientes y 1073 personas sanas.Se les extrajo sangre periférica
para la medicion de parametros metabdlicos y obtencion de DNA.Después se
realiz6 la determinacion de los SNPs por PCR en tiempo real con sondas Tagman.
Se encontraron diferencias significativas en los pardmetros metabdlicos entre el
grupo de pacientes con EAC y el grupo control, asi como una mayor prevalencia de
los factores de riesgo en pacientes que en controles. Sin embargo, las frecuencias
alélicas y genotipicas fueron similares en los grupos de estudio. Por otra parte, al
realizar el andlisis de forma independiente, el alelo rs11730582 T se asocio a un
menor riesgo de padecer hipertension arterial en pacientes con EAC. En conjunto,
los hallazgos de las asociaciones entre los polimorfismos del gen OPN, pueden ser
un respaldo importante en la comprension de la patogénesis de la EAC vy
contribuyen a aclarar mecanismos moleculares relacionados con el desarrollo de
EAC. Se requieren mas estudios de polimorfismos genéticos en otras regiones del
gen OPN, asi como la evaluacion del desequilibrio de ligamiento, y el posible efecto

funcional, para establecer la verdadera participacion del gen en la EAC.
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1. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 La aterosclerosis o enfermedad arterial coronaria (EAC) es una enfermedad
compleja, caracterizada por la acumulacion de lipidos en las capas intima y media
arterial. Esa patologia es progresiva, se desarrolla silenciosamente a lo largo de los
afos y suele estar muy avanzada cuando aparecen los sintomas (Libby et al 2002,

Ross et al,1999) (Figura 1).

Células musculares
W lisas

Adventicia

Arteria normal

Figura.l Anatomia de arteria normal, con la conformacién de sus capas (intima,
media y adventicia). Tomado de Libby et al, 2002
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1.1.2 Epidemiologia de las enfermedades cardiovasculares

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares (EC) son la principal causa de muerte en todo el mundo. Cada
aflo mueren mas personas por EC que por cualquier otra causa. En México las EC
representaron casi 20% de las defunciones totales en el pais, son la primera causa
de mortalidad, generando 50 mil decesos cada afio.

Segun el INEGI, el aumento en la esperanza de vida de los mexicanos ha
provocado que la mayor parte de las defunciones se lleven a cabo en edades
avanzadas. Se calcula que en el 2030 moriran cerca de 23.3 millones de personas
alrededor del mundo por estas causas; en nuestro pais, durante el 2017 ,88.6% se
debieron a enfermedades y problemas relacionados con la salud y el 11.4% a
causas externas, principalmente accidentes, homicidios y suicidios. Estas son las
principales causas de muerte en México para hombres y mujeres, segun el reporte

del Instituto:

1.-Enfermedades del coraz6n (141,619).
2.-Diabetes mellitus (106,525).

3.-Tumores malignos (84,142).
4.-Enfermedades del higado (38,833).

5.- Accidentes (36,215).

6.-Enfermedades cerebro vasculares (35,248).

7.- Agresiones/homicidios (32,079).
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8.-Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas (22,954).
9.-Influenza y neumonia (21,892).

10.-Insuficiencia renal (13,167).

Por problemas de salud, las tres principales causas de muerte tanto para hombres
como para mujeres son: enfermedades del corazon (141 619, 20.1%), diabetes
mellitus (106 525, 15.2%) y tumores malignos (84 142, 12.0%). Los homicidios son
la séptima causa de muerte en la poblaciéon en general (32 079, 4.6%) y la cuarta

causa de muerte en hombres (28 522).

Del total de muertes por enfermedades del corazén, 53.1% (75 256 casos)
correspondieron a hombres y 46.8 % (66 337 casos) a mujeres. El grupo de edad
en el que se concentra el mayor numero de fallecimientos es en el de 65 y mas

afos (75.6%). (Figura 2, INEGI.2017)

17



Rango

b |

10

Total Hombres Mujeres
Enfermedades del corazdn Enfermedades del corazdn Enfermedades del corazdn
141 619 75 256 b6 337
Diabetes mellitus Diabetes mellitus Diabetes mellitus
106 525 52 309 54 216
Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
84 142 41 088 43053

Enfermedades cerebrovasculares
17881
Enfermedades pulmonares
11 140
Enfermedades cerebrovasculares Accidentes
35 248 27 362
Enfermedades cerebrovasculares Influenza y neumonia
17 386 9828
Enfermedades pulmonares Influenza y neumania Accldentes
obstructivas crdnicas 17 063 8823
22954
Influenza y neumonia Enrfesmedades pulmonans Insuficiencia renal
21892 obstructivas erdnicas 5 757
11 814
Ciertas afecciones originadas en el Ciertas afecciones originadas en el
Imu“i'_:'::; i periodo perinatal periodo perinatal
7452 5 567
Enfermedades Diabetes Turmar Otras enfermedades Agresiones Enfermedades
del corazén hellitus maligno no transmisibles [homicidizs) transmisibles

Figura 2. Principales causas de muerte por sexo en México (INEGI, 2017).

Las enfermedades no transmisibles (ENT) matan a 41 millones de personas cada
afo, lo que equivale al 71% de las muertes que se producen en el mundo. Cada
afio mueren por ENT 15 millones de personas de entre 30 y 69 afios de edad; mas
del 85% de estas muertes "prematuras”. En términos de economia, la muerte
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prematura de personas con enfermedades no transmisibles, como las
cardiovasculares y la diabetes, generan un impacto en los paises de bajos y
medianos ingresos ya que se calcula que pueden reducir hasta en un 6.77% el
Producto Interno Bruto (PIB) (OMS 2017). El aumento en la prevalencia e
importancia de las ENT, y especificamente de los factores de riesgo
cardiovasculares tales como, hipertension, diabetes, dislipidemia y obesidad, es el
resultado de una interaccion compleja entre salud, crecimiento econémico y
desarrollo. Lo anterior esta fuertemente asociado con las tendencias universales,
como el envejecimiento de la poblacion mundial, la rédpida urbanizacion no

planificada y la globalizacién de estilos de vida poco saludables (Rosas, 2017).

Las enfermedades cardiovasculares (EC) son un grupo de enfermedades del

corazén y de los vasos sanguineos (Figura 3), entre los que se incluyen:

Figura 3.Imagén de la anatomia del corazon y vasos sanguineos en el ser
humano. (OMS, 2017)
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La cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco.

Las enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro.

Las arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que
irrigan los miembros superiores e inferiores.

La cardiopatia reumatica: lesiones del musculo cardiaco y de las valvulas
cardiacas debidas a la fiebre reumatica, una enfermedad causada por
bacterias denominadas estreptococos.

Las cardiopatias congénitas: malformaciones del corazén presentes desde
el nacimiento.

Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares: coagulos de
sangre (trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse

(émbolos) y alojarse en los vasos del corazén y los pulmones.

Los ataques al corazdn y los accidentes vasculares cerebrales (AVC) suelen ser

fenbmenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la

sangre fluya hacia el corazon o el cerebro. La causa mas frecuente es la formacién

de depoésitos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que irrigan el

corazén o el cerebro. Los AVC también pueden deberse a hemorragias de los

vasos cerebrales o coagulos de sangre. Los ataques cardiacos y los AVC suelen

producirse en la presencia de multiples factores de riesgo (OMS, 2017).
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Del total de muertes ocasionadas por enfermedades del corazon, que asciende a
141 619 casos, las isquémicas ocupan el primer lugar con el 71.9% (101 877
casos), seguidas por las hipertensivas con 16.4% (23 215 casos), y las
relacionadas con la circulacién pulmonar y otras enfermedades del corazén con
11.1% (15 763 casos). A la fiebre reumatica aguda y enfermedades cardiacas

reumaticas cronicas les correspondié en conjunto, el 0.6% (764 casos).

Defunciones por enfermedades del corazén

B Enfermedades isquemicas del
corazén

B Enfermedades hipertensivas

m Enfermedades de la circulacion
pulmonar y otras enfermedades
del corazén

M Fiebre reumatica aguday
enfermedades cardiacas
reumaticas

Figura 4.Mortalidad ocasionada por enfermedades cardiovasculares (INEGI, 2017).

1.1.3 Enfermedades multifactoriales o complejas

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad aterosclerosa desde la
aterosclerosis asintomatica y la angina estable hasta los llamados sindromes
coronarios agudos (SCA): angina inestable, infarto del miocardio (IM) y muerte

subita, muestran una situacibn compleja en cuanto a que la aterosclerosis
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representa el producto de mdltiples influencias genéticas y ambientales que estan
interactuando. En las enfermedades multifactoriales o complejas existen diferentes
genes involucrados en la etiologia de la enfermedad junto con la participacion de
factores de riesgo modificables (ambientales y /o conductuales, estos ultimos
parcialmente controlados genéticamente), asi como interacciones genotipo-
genotipo e interacciones genotipo-ambiente. El niUmero de genes cuya variacion de
secuencia estaria involucrada en la ocurrencia de enfermedades multifactoriales no

se conoce con exactitud. (Santos Martin,2011)

1.1.4 Principales factores de riesgo

El término “riesgo cardiovascular global” comprende la probabilidad de presentar
sintomatologia debida a la presencia de aterosclerosis en diferentes sistemas
organicos, manifestada como enfermedad coronaria, enfermedad cerebro vascular,
falla cardiaca, enfermedad arterial periférica y enfermedad renal. (Lancet, 2002)

El término “factor de riesgo” se uso por primera vez en el contexto de cardiopatia
coronaria hace 45 afos por los investigadores del estudio de Framingham. Un
factor de riesgo puede definirse como la caracteristica de una persona que se
asocia con un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad especifica, como la
enfermedad cardiovascular (Toth et al. 2012).

Se han identificado varios “factores de riesgo tradicionales en la enfermedad
cardiovascular como inactividad fisica, una dieta alta en lipidos, tabaquismo,
obesidad, diabetes e hipertension arterial, asociado con la edad y sexo (OMS,

2017).
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1.1.5 Fisiopatologia de la enfermedad arterial coronaria

La EAC es un proceso oxidante, inflamatorio cronico caracterizado por la alteracion
morfolégica y funcional de la pared vascular que en estadios finales tiene como
consecuencia la disminucién del calibre de la luz arterial (Hansson, 2005). La EAC
puede comenzar con la disfuncion del endotelio vascular, producida como una
respuesta a una agresion ejercida en la pared vascular. Como consecuencia de
este dafio al endotelio, se produce una infiltracibn de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, por sus siglas en inglés) al espacio subendotelial en donde, al
existir un ambiente de estrés oxidante, ocurre la peroxidacion de los lipidos
contenidos en las LDL. Las LDL oxidadas son factores quimiotacticos para
monocitos circulantes, que atraviesan el endotelio vascular. Los macréfagos son
capaces de fagocitar las LDL oxidadas a través de receptores “scavenger” iniciando
el fenébmeno inflamatorio (Garcia-Moll et al, 1999). La falta de maquinaria
enzimatica suficiente para degradar los lipidos y lipoperoxidos, tiene como
consecuencia un cumulo de éstos en el citoplasma del macréfago, al cual se le
denomina célula espumosa. Las células espumosas constituyen las etapas
tempranas de formacion del ateroma. Una vez establecido, el ateroma esta
comunmente compuesto de cantidades variables de células musculares lisas,
macrofagos, linfocitos T, ésteres de colesterol y fosfolipidos.

Ademas, del 5 al 20% de su estructura esta conformada por calcio. La placa
continla su crecimiento paulatino hasta llegar incluso a obstruir el lumen de la
arteria, reduciendo el flujo sanguineo y causando diferentes tipos de

manifestaciones clinicas como el infarto al miocardio (Davies, 1996).

23



Fibroblasto Adventicia

TP T <N\
7 =
; 7
Cuerpos
O apoptéticos
@
? Macréfago
apoptético

Célula Cristal de Vasa cC M L e OO O <G < < <G <G

Espumosa colesterol vasorum  migrando

Figura 5. Fisiopatologia de la Enfermedad Arterial Coronaria.

a) Representacion de la histologia de una arteria normal b) Formaciéon temprana de
ateroma: disfuncion del endotelio vascular, infiltracion de particulas LDL,
peroxidacion de LDL, quimiotaxis de monocitos, formacion de células espumosas
c) Establecimiento de ateroma: acumulacion de células espumosas, migracion de
células musculares lisas, d) ruptura de ateroma: infiltracion de linfocitos T, aumento
considerable de macrofagos, células espumosas, esteres de colesterol, ruptura de
capa fibrética y formacion de trombo. Tomada y adaptada de Libby et al. 2002
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1.1.6 La calcificacion arterial coronaria (CAC)

La CAC es un marcador especifico de la presencia de aterosclerosis. Es un factor
predictor de eventos coronarios futuros en sujetos asintomaticos (Posadas-Romero

et al. 2016).

Dicho proceso es considerado una desregulacion del metabolismo mineral del
sistema cardiovascular, afecta predominantemente la aorta, arterias coronarias,

arterias periféricas y la valvula aortica.

Tradicionalmente, la calcificacion vascular estaba considerada como un fenbmeno
pasivo asociado con la edad, pero recientes evidencias sugieren que los
mecanismos de calcificacién cardiovascular son similares a la osteogénesis (Demer

& Tintut et al,2008).

El fosfato de calcio, en forma de hidroxiapatita [Caio (PO4) & (OH) 2] es el principal
componente inorganico del tejido 6seo. Sus cristales crecen a partir de vesiculas
secretadas por los osteoblastos (Anderson et al,2003). Se ha demostrado que las
células del muasculo liso vascular se diferencian a células similares a los
osteoblastos, generando vesiculas de matriz que sirven como nido para la
deposicion de fosfato de calcio en la pared del vaso. Esto promueve la formacion
ectdpica de tejido 6seo y la creacion de lo que se conoce generalmente como la
calcificacion vascular.

Ahora se reconoce que la calcificacion vascular es un proceso complejo y
altamente regulado que implica la activacion de vias de sefalizacion celular,

inhibidores circulantes de la calcificacion, factores genéticos y hormonas.
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La calcificacion vascular ectépica se evita por la presencia de inhibidores locales y
circulantes que limitan la mineralizacibn de los vasos. La disminucion de la
expresion o actividad de cualquiera de estos inhibidores, genéticos o adquiridos,

crea un medio que favorece la calcificacion vascular (Leopold ,2015).

Uno de los mecanismos incluye a la proteina de matriz Gla (MGP), que actua al
unir iones de calcio y eliminar su exceso, y también se une al cristal de calcio e
inhibe el crecimiento del cristal (Price et al,1983). Fetuina-A es otro inhibidor
importante de la calcificacion, esta glicoproteina esta presente en la circulacion,
donde se une a los iones de calcio e hidroxiapatita (Brylka & Jahnen-Dechent
,2013). Osteopontina (OPN) inhibe la formacion de cristales de apatita y promueve
funcién de osteoclastos (Scatena et al., 2007). Esta fosfoproteina se observa en
niveles elevados en arterias calcificadas, donde contrarresta la calcificacion
vascular (CV) (Kaartinen et al.,2007). Osteoprotegerina (OPG) es un miembro del
factor de necrosis tumoral (TNF) —a superfamilia de receptores, inhibe

indirectamente la osteoclastogénesis (Hofbauer & Schoppet,2004) (Figura 6).
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Figura 6.Contribuyentes a la calcificacion de la placa.

Multiples mecanismos contribuyen a la calcificacion de la placa y estan
interactuando mutuamente con factores tradicionales de riesgo. Tomada y
adaptada de (Avogaro et al. 2015)

Aunqgue el papel directo de la calcificacion en la vulnerabilidad de la placa no se ha
definido claramente, ha habido progresos significativos en la definicion de los
mecanismos de calcificacion vascular.

La biomineralizacion es un proceso fisiolégico normalmente restringido a huesos y
dientes, sin embargo, bajo ciertas condiciones patoldgicas, las sales de calcio
pueden depositarse en los tejidos blandos con efectos perjudiciales (Steitz et
al,2002 & Lund et al.2009).

La mineralizacion patoldgica de las arterias se observa a menudo en las placas
ateroscleroticas, lo que se traduce clinicamente en la reduccién de la conformidad
de la pared del vaso, asociado a hipertensién (Abedin et al., 2004).

Se ha demostrado que la micro calcificacién en la capa fibrosa que recubre el

nacleo necrotico de las placas aterosclerdticas podrian conducir a
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microfracturas y ruptura de la placa, lo que lleva a la trombosis aguda e infarto al
miocardio potencialmente mortales (Vengrenyuk et al., 2006, Virmani et al.,
2006).La dilucidacion de los mecanismos que resultan en la iniciacion y desarrollo
de aterosclerosis es crucial para identificar estrategias que inhiben la progresion de

la enfermedad antes de que conduzca a consecuencias clinicas.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Participacion de Osteopontina en EAC

Dentro de este complejo proceso esta involucrada de manera activa la proteina
Osteopontina (OPN), un regulador clave en el desarrollo de EAC. La osteopontina
es una proteina de matriz que contiene un motivo arginina-glicina-acido aspartico
(RGD) que se une a las células a través de la Integrina a-, v-$3, que funciona como
un importante inhibidor de la calcificacion (Abedin et al,2004). Giachelli y
colaboradores (1993), mostraron que OPN se asocia con placas aterosclerosas

calcificadas.

Giachelli y colaboradores (1991) llevaron la investigacion de la calcificacion
vascular a nivel molecular, demostrando la expresion de una proteina de la matriz
0sea en una poblacion especial de células musculares lisas vasculares.
Posteriormente, otros grupos de investigacion encontraron expresion de factores
osteogénicos, como la proteina morfogenética 6sea (BMP), osteopontina y MGP
(Proteina de Matriz Gla) en células vasculares (Bostrom et al,1993, Shanahan et

al,1994, Giachelli et al,1993). La calcificacién de células vasculares in vitro se ha
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demostrado por varios grupos. Los cultivos primarios de células musculares lisas
vasculares expresan proteinas O0seas y minerales cuando se tratan con alfa
glicerofosfato (Shioi et al,2009), que sirve como un donante de fosfato inorganico
en presencia de fosfatasa alcalina.

OPN inhibe directamente la calcificacion de células en cultivo de musculo liso
aortico bovino (Giachelli et al., 1999), e inhibe la calcificacién valvular aértica in vivo
(Steitz et al., 2002) lo més probable a través de auto agregacion y adhesiéon a
cristales de hidroxiapatita a través de restos de aminoacidos especificos (Hunter et
al., 1994, Wada et al, .1999). Esta habilidad de osteopontina para bloquear el
crecimiento de cristales puede tener importantes significado fisioldgico y patologico
(Abedin et al., 2004).

En ratones deficientes de OPN y MGP se evidencio un aumento de la calcificacion
aortica en comparacion con ratones deficientes s6lo en MGP, consistente con el

concepto de que OPN inhibe la mineralizacion (Speer et al., 2002).

1.2.2 gen de Osteopontina

El gen humano OPN se encuentra en el cromosoma 4 (4921-9g25), abarca
alrededor de 11 kb, y consta de siete exones (Figura 7).La proteina esta
conformada de 314 residuos de aminoacidos (Young et al. ,1990).Con un peso
molecular de 44-66 KD dependiendo del tipo celular. Es expresada por una sola

copia del gen con 34-kDa (Vijayanirmala et al., 2015).
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Figura 7. Cromosoma 4, region de ubicacién del gen humano Osteopontina.
Tomada y adaptada de Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6696

El empalme de &acido ribonucleico mensajero (ARNm) de OPN se ha descrito
principalmente en tejidos humanos, en células tumorales (Anborgh et al., 2011 y
Gimba & Tilli., 2013). Esto da como resultado tres variantes de empalme: OPN-a
que es la isoforma de longitud completa, OPN-b que carece del exén 5 y OPN-c
que carece del exon 4 (Figura 8).

Esta descrito que las variantes de splicing de OPN tienen un papel no sélo en la
malignidad, sino también en enfermedades degenerativas como la véalvula adrtica
calcificada. En esta condicion, la expresion de OPN-a, OPN-b y OPN-c difere con la
progresion de la enfermedad, en donde OPN-a parecia alcanzar su punto maximo
en las primeras etapas de la enfermedad, mientras que los niveles de OPN-b y

OPN-c aumentaron con la calcificacion aortica mas avanzada (Grau et al., 2012).
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Figura 8. Estructura gendmica y splicing alternativo de gen humano OPN. Exones
1 a 7 de OPN estan representados por cajas. Los exones contenidos en las tres
isoformas (a, b y ¢) de osteopontina humana identificadas. Tomada y adaptada de
Pagel et al, 2014.

1.2.3 Osteopontina (OPN)

Fue identificada por primera vez en 1986 como una proteina de matriz de hueso en
osteoblastos (Xin Zhang et al., 2013). Es un miembro de la pequefia unién a
integrina N ligada a la familia de proteinas glicoproteinicas (SIBLING). Tiene varios
nombres incluyendo la Proteina de activacién temprana de los linfocitos T 1 (ETA1)

fosfoproteina secretada 1 (SPP1) y sialoproteina 6sea 1 (BSP1). La pluralidad de

nombres representa la multifuncionalidad de OPN (Pagel et al., 2014).

1.2.4 Estructura molecular de OPN
Los dominios de interaccion celular contienen la secuencia de union celular de
arginina-glicina-acido aspartico (RGD) y la serina-valina-valina-tirosina-glutamato-

leucina-arginina (SVVYGLR). Los dominios SVVYGLR y RGD activan la
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transduccion de la sefial celular a través de la interaccién con integrinas de
superficie celular (Scatena et al., 2007).

El dltimo sitio sélo se revela tras la escision mediada por trombina. La actividad de
OPN es la escision enzimatica. OPN tiene varios sitios de escision. Los sitios de
escision incluyen: trombina y varias metaloproteinasas de matriz (MMP). El
fragmento OPN N-terminal es probablemente el principal mediador proinflamatorio
en las proteinas de la familia OPN. Otros estudios indican interacciones entre el
fragmento C-terminal de la trombina escindida OPN y una variante CD44 (Weber et

al., 2002) (Figura 9).

Trombina

MMP-3/7/9 MMP-3/7/9
. W4
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Figura 9. Diagrama esquematico de la estructura de osteopontina, muestra sitios
de glicosilacion (G), fosforilacion (P) y escision proteolitica por la trombina y matriz-
metaloproteinasas. Sitios responsables RGD dependientes (RGD) y RGD
independientes (SVVYGLR) unién a integrina, asi como hidroxiapatita (pAsp), sitios
de unién a calcio y a heparina.Tomada y adaptada de Pagel et al, 2014.
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La multifuncionalidad de OPN, se debe a su efecto pleitrpico en células de
musculo liso, células endoteliales angiogénicas y macréfagos, dentro de las placas
ateroesclerosas calcificadas. Se puede encontrar en diversos tejidos como en tejido
epitelial, ademas se encuentra en rifion, hueso y dientes, también como una
proteina de tejido extra e intracelular. Como citoquina soluble en plasma y fluidos

corporales como, orina, fluido seminal y leche materna (Denhardt et al., 2001).

1.2.5 Regulacion de OPN

La expresion de OPN esta altamente regulada por varios factores:

e Hormonas e incluyendo esteroides, acido retinoico, glucocorticoides y 1,25-

dihidroxi vitamina D3.
e Citosinas inflamatorias.
e Factores de diferenciacién y crecimiento como Factor de crecimiento
epidérmico ( EGF) & Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B).
La diversidad funcional de OPN se atribuye a dos factores principales. En primer

lugar, hay tres variantes de empalme conocidas (isoformas OPN-a,

-b y -¢), que tienen diferentes estructuras de dominio y funcién.

La otra causa para su rango funcional son la modificaciones postraduccionales que
incluyen fosforilacion, glucosilacion, sulfatacion y escision enzimatica (Sullivan et

al.,2009, Chae et al.2009).

Ademas de su empalme de ARNm aparentemente regulado, la OPN se modifica

mucho postraduccionalmente. La fosforilacion de serina y treonina, glicosilacion y
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sulfatacion de tirosina, resultan en un monémero de peso molecular que oscila
entre 41 y 75 kDa (Christensen , Petersen et al., 2008). Enfatizando el significado
funcional de estas fosforilaciones, la proteina OPN no fosforilada aumenta la
mineralizacion de células vasculares del musculo liso, mientras que OPN
fosforilada es un potente inhibidor de la calcificacion vascular (Jono et al., 2000).
En otro estudio se demostré que la OPN altamente fosforilada en la region terminal
COOH tiene mayor efecto inhibitorio sobre la adhesion celular a través de la
integrina a (V) B (3) en comparacion con formas menos fosforiladas (Christensen

et al, 2012).

Precisamente la regulacion de las modificaciones postraduccionales quiza
represente un mecanismo de control de funcién de OPN (Lund et al, 2009). Por otra
parte se ha evidenciado que la exposicion de células musculares lisas a
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) sobre regulan la expresién de

OPN (Liu et al., 2014).

La OPN se sobre expresa por las células del musculo liso vascular en presencia de
particulas oxLDL y acetiladas unidas a receptores scavenger promoviendo asi el

estrés oxidativo citosoélico.

Dicha proteina esta sobre regulada en sitios de las placas ateroscleréticas, vy
particularmente se asocia con macrofagos y células espumosas, media
inflamacion, y tiene un papel en la migracion de macréfagos. Los autores
propusieron que la sobrerregulacién de OPN en células musculares lisas y células

endoteliales se asocia y es mediado por estrés oxidante(Liu et al., 2014).
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Liu et al y colaboradores, establecieron también la participacién in vivo de OPN en
la intima de la aorta que regula deposicion de precipitados de fosfato de calcio en
respuesta al estrés oxidante. Mediante este proceso, la sobreexpresion de OPN en
la lesion de aterosclerosis esta asociada a la inhibicion del calcio en la deposicion
del tejido. Estos datos implican a OPN como un mediador potencialmente
importante cuya regulacion positiva protege las células de la deposicion distréfica

de precipitados de calcio de la neointima arterial (Jimenez-Corona et al., 2012).

1.2.6 Asociaciones con polimorfismos del gen OPN

La comprension de los factores genéticos que subyacen a la regulacion
de la transcripcion del gen que codifica a la OPN
puede ayudar a aclarar procesos patologicos relacionados con enfermedad arterial
coronaria. A partir del 2004, ha habido un aumento en la informacion sobre la
participacion biologica de los polimorfismos del promotor OPN en diversas
patologias(Giacopelli ., 2004) (Tabla 1y 2).

Tabla 1.Participacion del polimorfismo rs2728127 de OPN en distintas enfermedades.

HALLAZGOS AUTOR ANO ‘
La osteopontina y la asociacion sistémica de lupus eritematoso: una probable Han etal. 2008
interaccion gen-género.
El papel de los haplotipos de osteopontina (OPN / SPP1) en la susceptibilidad a la Glas etal. 2011

enfermedad de Crohn.

Asociacion entre polimorfismos en el gen de osteopontina (SPP1) y el primer episodio  Safarinejad etal. 2013
de urolitiasis de oxalato de calcio.

Un polimorfismo promotor de osteopontina se asocia con agresividad en el cancer de Ramchandani et = 2013
mama. al.

Papel de la osteopontina en el lupus eritematoso sistémico. Kaleta et al. 2014
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Tabla 2.Participacion del polimorfismo rs11730582 de OPN en distintas enfermedades.

El locus genético <i> OPN </i> esta asociado con el riesgo de osteoartritis de rodilla:

un estudio de casos y controles.

El polimorfismo de nucleétido unico rs1126616 del gen de la osteopontina se asocia
independientemente con eventos cardiovasculares en una cohorte de enfermedad
renal cronica.

Determinantes genéticos y reabsorcion radicular apical externa postortoddntica en
nifios checos.

El polimorfismo de osteopontina aumenta la susceptibilidad a la metaplasia
intestinal precancerosa gastrica en hombres infectados con Helicobacter pylori.
Asociacion entre los polimorfismos promotores del gen OPN y el riesgo de cancer:
un metanalisis.

Asociacion entre las variaciones genéticas <i> OPN </i> y el riesgo de nefrolitiasis.
Asociacion de variantes del promotor SPP1 con susceptibilidad a la osteoartritis de
cadera en la poblacion china.

Polimorfismos del gen OPN, rs17524488 GG / G, rs11730582 T/ Cy rs9138 C/ A,y
riesgo de cancer en una poblacion china.

Los SNPs del gen de osteopontina (rs9138, rs11730582) median la susceptibilidad a
la resorcion de raiz externa en pacientes de ortodoncia.

Asociacion de polimorfismos de osteopontina con riesgo de carcinoma
nasofaringeo.

Asociacion entre polimorfismos de fosfoproteina-1 secretada (SPP1) y densidad
mineral 6sea baja en mujeres.

Papel de la osteopontina en el lupus eritematoso sistémico.

Asociacion entre polimorfismos en el gen de osteopontina (SPP1) y el primer
episodio de urolitiasis de oxalato de calcio.

Un polimorfismo promotor de osteopontina se asocia con agresividad en el cancer
de mama.

Los polimorfismos genéticos y otros factores de riesgo asociados con la
osteonecrosis inducida por bisfosfonato de la mandibula.

Los alelos de osteopontina estan asociados con caracteristicas clinicas en el lupus
eritematoso sistémico.

El papel de los haplotipos de osteopontina (OPN / SPP1) en la susceptibilidad a la
enfermedad de Crohn.

Asociaciones genéticas en vias relacionadas con interferén tipo | con
autoinmunidad.

Interaccion gen-gen-sexo en polimorfismos de genes de citoquinas revelados por el
fenotipo alfa de interferén sérico en dermatomiositis juvenil.

La variacién genética en el gen de la osteopontina est4 asociada con la
susceptibilidad a la sarcoidosis en la poblacion eslovena.
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En nuestro trabajo la seleccion de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

se baso en estudios previos de las asociaciones de polimorfismos del promotor del
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gen OPN con enfermedades cardiovasculares (Schmidt-Petersen et al., 2009).
Posteriormente, Yueniwati y colaboradores (2016) analizaron el polimorfismo
rs11730582 en la posicidon C-443T, e investigaron su relacién con el incremento de

grosor de la intima-media carotidea en poblacion asiética.

En el promotor del gen OPN han sido identificadas variaciones genéticas que
afectan notablemente su expresion., la variante C-443T (rs11730582) se encuentra
en la secuencia del promotor del gen OPN que esta localizada en las regiones del
sitio de union del factor de transcripcion MYT1. Este proceso hace que la union por
afinidad de la ARN polimerasa hacia el promotor aumente. En consecuencia,
ocurre la sobreexpresion de OPN (Yueniwati et al., 2016). También se considero
una frecuencia del alelo menor (FAM) mayor al 30%. Hasta el momento, es de
nuestro conocimiento, que el presente estudio es el Unico que incluye el analisis de

polimorfismos en el gen OPN en pacientes mexicanos con aterosclerosis.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en México y
en el mundo, la aterosclerosis 0 EAC es producto de multiples influencias genéticas
y ambientales que estan interactuando.

La historia natural de la enfermedad arterial coronaria (EAC) comprende un largo
periodo silente o asintomatico (Rosamond W et al., 2007). Este hecho, aunado a la
alta tasa de mortalidad y la genética como factor determinante, son evidencias que
soportan que mientras mas precoces se implementen medidas preventivas, mas
efectivas son en lograr una disminucion del riesgo.

Es por ello que es de suma importancia establecer asociaciones genéticas que
aumenten el riesgo de padecer la EAC en la poblacion mexicana, y que resulte en
una medida de prevencion a la manifestacion aguda de la enfermedad. La proteina
osteopontina esta involucrada en procesos importantes en el desarrollo de la EAC
como la calcificacién de la placa aterosclerosa. Se ha demostrado la participacion
de los polimorfismos del gen OPN, en reportes previamente publicados que
asocian algunos de estos sitios polimérficos con eventos cardiovasculares. A pesar
de ya se han realizado asociaciones de polimorfismos genéticos a la EAC en
poblacion mexicana (Martinez et al.,, 2017), hay sitios polimoérficos cuya
susceptibilidad o proteccion genética no se han estudiado, como es el caso de los

polimorfismos del gen OPN, involucrado en el desarrollo de la EAC.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son un problema grave de salud, generando la
primera causa de mortalidad en México y en el mundo. La EAC es una enfermedad
multifactorial. El gen OPN es relevante en la patogénesis del padecimiento. Se ha
sugerido que algunos polimorfismos ubicados en el gen a estudiar pudieran estar
relacionados con el proceso de deposicion de calcio en la placa aterosclerosa,

asociandose a la EAC en pacientes mexicanos.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢lLas variantes genéticas estudiadas en el gen osteopontina confieren

susceptibilidad o proteccién en el desarrollo de Enfermedad Arterial Coronaria?

5. HIPOTESIS

Existe asociacién de los polimorfismos estudiados en la region promotora del gen

osteopontina con la enfermedad arterial coronaria en pacientes mexicanos.

39



6. OBJETIVO GENERAL

Determinar los polimorfismos (rs11730582, rs2728127) localizados en el gen OPN
en pacientes con Enfermedad Arterial Coronaria comparados con individuos

control, se asocian a la susceptibilidad o proteccion genética de la enfermedad.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

v Determinar las frecuencias de las variantes ubicadas en el promotor del gen
OPN en pacientes mexicanos con Enfermedad Arterial Coronaria y el grupo
control.

v' Comparar las frecuencias (alélicas y genotipicas) de las variantes de los dos
grupos de estudio con el fin de definir si algun polimorfismo del gen
estudiado pudiera conferir riesgo o proteccién a la EAC.

v Analizar la asociacién de los polimorfismos con los parametros metabdlicos

relacionados con la EAC.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Casos y controles anidado en la cohorte del proyecto de Genética de la

Enfermedad Aterosclerosa (GEA).

7.2Poblacién de estudio

Se realizé en una cohorte de individuos que provenia del proyecto GEA, el cual fue
disefiado para estudiar las bases genéticas de la EAC, y evaluar las relaciones de

los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales.

7.3 Procedencia de los sujetos de estudio

Los pacientes fueron seleccionados de la consulta externa y de los pacientes que
acuden para cateterismo diagnostico o terapéutico al Departamento de
Hemodindmica del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Los participantes en el grupo control fueron seleccionados de la poblaciéon que
acudié con fines de donacién al Banco de Sangre de nuestro Instituto. Se
incluyeron individuos asintomaticos sin historia de aterosclerosis y/o enfermedad
arterial coronaria prematura en familiares de primer grado y se aplicaron criterios

de exclusion similares a los sefialados para pacientes.
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7.4 CRITERIOS DE SELECCION

7.4.1 Criterios de inclusién

Los pacientes con diagnostico de aterosclerosis, fueron definidos por historial
personal de infarto al miocardio, angioplastia, cirugia de revascularizacion, o
estenosis coronaria > al 50% determinada por angiografia, Solamente se
incluyeron los pacientes con aterosclerosis de presentacién prematura (edad al
diagnoéstico < de 55 afios en hombres y < de 65 afios en mujeres), que no

presentaron eventos cardiovasculares agudos en los tres meses previos al estudio.

7.4.2 Criterios de exclusién

Se excluyeron pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad
hepatica, renal u oncoldgica, distiroidismo no tratado y aquellos con tratamiento

corticosteroide.

7.5 Tamafio de muestra

Para el calculo del tamafio de muestra, se considero6 la frecuencia del alelo menor
(MAF del inglés, minor allele frequency) de cada SNP (frecuencias del estudio 1000
genomas).Se usOG el programa Quanto (version 1.2.4), bajo la hipétesis de
interaccidbn gen-ambiente para el modelo dominante. Considerando que la

prevalencia de enfermedad cardiovascular en la poblacidn mexicana es de 19%,
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para un nivel de confianza del 99% (« :0.01) y poder del 80%. Esta calculado para

un OR de 2.
SNP Alelos Localizacion MAF
rs2728127 AIG Promotor G: 0.227
rs11730582 C/IT Promotor T:0.430

El célculo de tamafio de muestra fue de 1093 por grupo, sin embargo, es
importante hacer notar que no se ha reportado la frecuencia del alelo menor de
cada polimorfismo en la poblacion mexicana, por lo que el tamafio de muestra es

una aproximacion.

Considerando que el tamafio de muestra ya esta calculado para el proyecto GEA y
nuestro estudio es anidado en la cohorte. A pesar de ello, se realizo el ejercicio del
calculo de tamafio de muestra para el estudio de los polimorfismos del gen opn, y
se asegura gue con este tamafio de muestra calculado, se encuentre la frecuencia

en la poblacion.

7.6 Métodos

Deteccion de calcio coronario

El calcio en arterias coronarias (CAC) es un marcador especifico de aterosclerosis
(Bolick, L. E., & Blankenhorn 1961 ) y por tanto, de infarto al miocardio y cuando es
cuantificado por tomografia computada tiene correlacion de 0.90 o mayor con el

area de placa coronaria histologica. Fue de utilidad para diagnosticar aterosclerosis
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subclinica y permite identificar a los individuos con riesgo aumentado de eventos
coronarios (Detrano et al, 1996, Raggi et al., 2000). Con excepcion de los pacientes
con historia de cirugia de revascularizacion e implante de malla intracoronaria, en
el presente estudio el CAC se determiné en algunos pacientes y todos los
individuos control utilizando un tomografo multidetector de 64 canales
(SomatomSensation, Siemens, Erlanger, Alemania). Las imagenes fueron
interpretadas por un meédico radiélogo con amplia experiencia en este tipo de

estudios.

7.7 Método de recoleccién de datos

7.7.1 Métodos Clinicos y de Laboratorio

A todos los participantes se les aplicaron cuestionarios estandarizados para
obtener informacion demogréfica, nivel de escolaridad, ingreso econémico, historia
familiar y personal de enfermedad cardiovascular, habitos dietarios, actividad fisica,
consumo de alcohol y uso de medicamentos y suplementos. La dieta habitual
durante el afio previo fue evaluada utilizando un cuestionario de frecuencias de
consumo, disefiado y validado por el Instituto Nacional de Salud Publica
(Hernandez-Avila et al. 1998, Baecke et al. 1982). La actividad fisica se cuantificd
mediante un cuestionario (Baecke et al. 1982), que proporciona informaciéon sobre
frecuencia, intensidad y duracién de la actividad, lo que le confiere una particular
utilidad para analizar la correlacion con variables de riesgo cardiovascular.

El peso de los individuos se midié en una bascula calibrada, y la talla, utilizando un

estadimetro de pared SECA 222 (Hamburgo, Alemania). El indice de masa corporal
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(IMC) fue calculado con la féormula peso (kg) / talla (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. La tension
arterial se midié en posicién sedente, después de por lo menos cinco minutos de
reposo, utilizando un esfigmomandémetro digital WelchAllyn, series 52000
(Skaneateles Falls, NY EUA). En ayuno de 12 horas y después de reposo durante
20 minutos en posicion sedente, se recolectaron 45 ml. de sangre venosa en tubos
con acido etilendiamino tetraacético (EDTA) y en tubos sin anticoagulante.
Después de centrifugar en frio, el plasma y el suero se dividieron en 16 alicuotas. A
las alicuotas de plasma se afiadieron inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 KIU

/ ml, Benzamidina 1ml).

Todas las alicuotas se almacenaron a —70° C. Los lipidos, lipoproteinas y glucosa

se cuantificaron en muestras frescas.

7.7.2 Andlisis de Laboratorio

Las determinaciones de colesterol total, triglicéridos y glucosa en plasma, se
realizaron en un autoanalizador Hitachi 902 (Boheringer Mannheim,Alemania),
utilizando estuches enziméaticos comerciales (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania y Wako Chemicals, EUA). El colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad se determin6 mediante un método enzimatico homogéneo (Roche
Diagnostics) (Baecke et al. 1982). El colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad se calcul6 con la formula de Friedewald modificada por De Long (De Long

et al. 1986). Las concentraciones de apoproteina B (apo B) y de apoproteina Al
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(apo Al), se determinaron por inmunonefelometria en el laboratorio de
endocrinologia. La precision y exactitud de las determinaciones de lipidos, son
evaluadas peridodicamente por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Atlanta, GA (CDC, por sus siglas en inglés). Las concentraciones
de insulina en suero se determinaron por radioinmunoandlisis (Coat-A-count;
Diagnostic Products, Los Angeles, CA, EUA). Los coeficientes de variacién intra e
inter ensayo en nuestro laboratorio son inferiores al 10%. Todas las mediciones
bioquimicas se realizaron en el Laboratorio de Endocrinologia del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez’ (INCICH).El presente proyecto cumplié los
requisitos del comité Institucional de ética e investigacion de nuestro Instituto en el

registro del proyecto GEA.

7.7.3 Extraccion de DNA

Se tomaron 15 ml de sangre periférica de cada individuo en tubos Vacutainer con
EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo el DNA gendémico
por medio de la técnica de expulsion salina. La integridad del DNA se verifico en

geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

7.7.4 Cuantificacion de DNA
La cuantificacion del DNA se realizo con el equipo automatizado nanoDrop (ND-
1000 spectrophotometer), la longitud de onda con la que se dio lectura al DNA fue

de 260 nm.
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7.7.5 Sitios polimérficos analizados

Los polimorfismos estudiados en este proyecto fueron seleccionados considerando
los reportes previamente publicados que asocian algunos de estos sitios
polimorficos con eventos cardiovasculares; asi como padecimientos con
dislipidemias en otras poblaciones. Después de esto se revisO la frecuencia del
alelo menor (MAF del inglés, minor allele frequency) de cada SNP en el proyecto
(frecuencias del estudio 1000 genomas) y se incluyeron aquellos polimorfismos
cuya frecuencia del alelo menor (MAF) fuera mayor al 20%. Dado esto, el proyecto

incluyo el estudio de 2 polimorfismos ubicados como se presenta a continuacion:

e OPN: C-443T(rs11730582), A-1748G (rs2728127)
*Nota: El rs representa el ID-db SNP: es el nimero de identificacion en la base de
datos del Centro Nacional de Ila Informacion en Biotecnologia

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

7.7.6 Determinacion de los polimorfismos
La determinacion de los distintos polimorfismos se realiz6 utilizando sondas

Tag Man (Applied Byosystem) en un equipo de PCR en tiempo real.

7.7.7 Preparacion de las placas de PCR para discriminacion alélica

e Para la discriminacion alélica se diluyo el DNA tanto de pacientes como

de controles a una concentracion de 10 ng/ul con agua libre de DNasas.
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e En la placa de 384 pozos se colocaron 4 ul del DNA de 380 muestras
(tanto de pacientes como de controles).
e Se agregaron 6 ul del mix de amplificacion a cada pozo el cual contenia

los primers especificos para cada SNP del gen a estudiar.

7.7.8 Discriminacién alélica con el método Tagman

Para la discriminacion alélica se utilizd un par de primers especificos para
analizar la secuencia que flanquea al SNP a estudiar y se empled una sonda
que tiene unidos un fluoréforo reportero reporter y un fluor6foro apagador
quencher. Cuando ambos fluoréforos estan unidos a la sonda, el reporter no
emite sefial. Pero cuando la sonda hibrida con la secuencia de interés
(target) durante la reaccion de PCR, la actividad exonucleasa 3' --> 5' de la
Taq polimerasa separa al fluoréforo reporter del resto de la sonda,
permitiendo la emisiébn de una sefal fluorescente. Se monitorea la sefal
fluorescente reporter que se va acumulando en ciclos sucesivos de PCR.

El laser del equipo de Tiempo Real a través del foto detector procesé cada
placa con los diferentes SNPs, y los datos escaneados fueron

proporcionados por el sofware SDS 2.2 de la compafiia Applied Biosystem.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables categoricas se expresan como proporcion, las variables contintas
como media * desviacion estandar (DE) o mediana (rango intercuartilico). La
comparacion entre grupos se realizd utilizando la prueba de Chi cuadrada para
variables categoricas, t de Student para variables continuas paramétricas y U de
Mann Whitney para variables no paramétricas. Las caracteristicas generales se
muestran en la poblacibn de estudio estratificada de acuerdo
a la presencia o ausencia de EAC prematura. Las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos que se analizaron se obtuvieron por conteo
directo. En cada grupo de estudio se evalu6 el equilibrio de Hardy-Weinberg por
medio de la prueba de Chi cuadrada (X?). El andlisis de regresion logistica

multivariado razén de momios (RM) e intervalo de confianza al 95% (IC 95%) se
uso para determinar la independencia de la asociacién de los polimorfismos con la
presencia de EAC prematura, de acuerdo a diferentes modelos de herencia
(aditivo, dominante, heterocigoto, recesivo y codominante) ajustados por edad,
sexo, IMC, tension arterial sistélica y diastélica, grasa abdominal visceral,
concentraciones de triglicéridos, apolipoproteina B, calcio sérico, adiponectina, y
por actividad de fosfatasa alcalina. Para evaluar la independencia de la asociaciéon
entre los polimorfismos estudiados con los factores de riesgo cardiovascular y
parametros metabolicos en funcion a diferentes modelos de herencia, se
realizaron analisis de regresion logistica, ajustados por edad, sexo e IMC. Los
valores de p <0.05 se consideran estadisticamente significativos.Todos los

analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS v15.0 (SPSS Chicago, IL).
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9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas clinicas y metabdlicas de los grupos estudiados

En el presente trabajo se analizaron 1,142 pacientes con Enfermedad Arterial
Coronaria prematura y 1,073 personas del grupo control, con una edad promedio

de 51 + 9 afios para controles y 54 + 8 afios para pacientes con EAC.

En la poblacion de pacientes, el 80 % fueron del sexo masculino y el IMC fue de
28 kg/m2. Con respecto a la medicion de grasa abdominal visceral y la
concentracion de triglicéridos, fue significativamente mayor en el grupo de

pacientes en comparacion con el grupo control (p<0.05).

En los parametros relacionados con calcificacién vascular, los niveles de fosfatasa
alcalina y calcio sérico no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de estudio. Sin embargo, en los niveles de adiponectina se
presentd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con valores mas

elevados en el grupo control que en los pacientes con EAC (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y metabdlicas de los grupos estudiados

Controles EAC prematura
(n=1073) (n=1142) P
Edad (afios) 5119 54 +8 <0.001
Sexo (masculino %) 42.3 80.8 <0.001
indice de masa corporal (kg/m2) 27.9 [25.5-30.9] 28.3[25.9-31.1]  0.007
Circunferencia de cintura (cm) 94 + 11 98+ 10 <0.001
Tensidn arterial sistélica (mmHg) 113 [104-123] 116 [106-127]  <0.001
Tensién arterial diastélica (mmHg) 71 [65-77] 71 [66-78] 0.046
Grasa abdominal visceral (cm?) 141 [106-181] 168 [129-218]  <0.001
Colesterol de la lipoproteina de alta densidad (mg/dL) 45 [36 -55] 37 [32-44] <0.001
Colesterol de la lipoproteina de baja densidad (mg/dL) 116 [95-134] 91 [68-116] <0.001
Triglicéridos (mg/dL) 145[108-202] 162[119-219]  <0.001
Apolipoproteina B (mg/dL) 94 [76-113] 79 [63-102] <0.001
Apolipoproteina A (mg/dL) 134 [115-156] 120 [101-138]  <0.001
Lipoproteina (a) (mg/dL) 5.2[2.3-11.5] 4.8[2.4-14.1] 0.478
Glucosa (mg/dL) 90 [84-97] 95 [87-117] <0.001
Proteina C reactiva de alta sensibilidad (mg/L) 1.5[0.8-3.1] 1.20.6-2.6] <0.001
Adiponectina (ug/mL) 8.1[5.0-12.8] 5.2[3.2-8.1] <0.001
Fosfatasa alcalina (IU/L) 81[68-96] 76 [63-95] <0.001
Calcio sérico (mg/dL) 9.7+0.6 9.7+0.7 0.278

Los datos se muestran como media + desviacién estandar, mediana [rango intercuartil ] o porcentaje. T de Student , U de Mann

Whitney o Chi cuadrada. EAC = Enfermedad arterial coronaria

La mayor parte de

los factores de

riesgo coronario analizados como,

hipertrigliceridemia, grasa abdominal visceral elevada y obesidad, presentaron una

mayor prevalencia en pacientes con EAC en comparacion del grupo control. Debido

a la ingesta de estatinas como parte del tratamiento farmacoldgico, el colesterol

LDL y colesterol no HDL, la prevalencia fue menor en pacientes con EAC

(colesterol LDL: 16.1%, Colesterol No HDL: 19.6%) respecto a los controles
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(colesterol LDL: 29.6%, Colesterol No HDL: 28%).Respecto al porcentaje de
hipoadiponectinemia, fue significativamente mayor (p<0.05) en pacientes que en
controles. Es de notar la alta prevalencia de la hipertension como factor de riesgo
cardiovascular, con un porcentaje hasta el 68% en pacientes con EAC prematura

en comparacion con un 19% en el grupo control (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular en la poblacion estudiada

Control EAC prematura "

(n=1073) (n=1142)
Colesterol LDL = 130 mg/dL (%) 29.6 16.1 <0.001
Hipoalfalipoproteinemia (%) 521 66.9 <0.001
Hipertrigliceridemia (%) 47.5 56.2 <0.001
Colesterol No HDL >160 mg/dL (%) 28.0 19.6 <0.001
Obesidad (%) 30.5 35.0 0.024
Hipertension (%) 19.2 68.0 <0.001
Grasa abdominal visceral elevada (%) 54.8 64.5 <0.001
Tabaquismo (%) 224 11.6 <0.001
Hipoadiponectinemia (%) 42.5 57.5 <0.001
Fosfatasa alcalina >p75 (%) 37.6 38.9 0.569

Los datos se muestran como porcentaje. *Chi cuadrada.

EAC = enfermedad arterial coronaria, LDL = lipoproteina de baja densidad, HDL = lipoproteina de alta densidad

9.2 Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con enfermedad arterial

coronaria prematura.

En el estudio molecular se genotipificaron dos polimorfismos (rs2728127 y rs11730582)

del gen de osteopontina utilizando ensayos Tagman mediante la determinacion de PCR
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en tiempo real. La distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de ambos sitios

polimérficos fueron similares en los grupos estudiados (p>0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con enfermedad arterial coronaria

prematura.
Polimorfismo Frecuencia del Frecuencia  EWH 1461 RM[ICal95%] P
genotipo alélica(A/C)
rs2728127 AA AG GG
Aditivo 0.967 [0.804-1.164] 0.726
~ 0679 0281 0.039 0.84 0.697 . 1.027 [0.829-1.271]  0.807
Control (n=1073) 729 302 42 0.160 Dominante
. 0.595[0.333-1.064] 0.080
Recesivo
) 0681 0293 0025 0.806 0.203 . 1.108 [0.890-1.381]  0.359
EAC prematura (n=1142) 778 335 29 0.194 Heterocigoto
Codominante 1 1.085[0.869-1.354] 0.471
Codominante 2 0.610 [0.339-1 .095] 0.098
rs11730582 cC CT T
Aditivo 0.990[0.863-1.137]  0.891
_ 0301 0469 0230 0.536 0.06 . 1.046 [0.841-1.303] 0.684
Control (n=1073) 373 503 247 0.464 Dominante
Recesivo 0.923 [0.729-1 .168] 0.503
_ 0282 0486 0.232 0.525 0.898 . 1.100[0.901-1.342]  0.350
EAC prematura (n=1142) 329 555 265 0.475 Heterocigoto
Codominante 1 1.159[0.828-1.623]  0.389
Codominante 2 1.288[0.875-1.896] 0.199

Los modelos se ajustaron por edad, sexo, indice de masa corporal, tensién arterial sistélica y diastdlica, grasa abdominal visceral,
concentraciones de triglicéridos, apolipoproteina B, calcio sérico, adiponectina, y por actividad de fosfatasa alcalina. EAC = enfermedad
arterial coronaria, RM = razon de momios, IC = rango intercuartil. AA=Homocigoto alelo A, AG=Heterocigoto, GG=Homocigoto alelo G,
CC=Homocigoto alelo C, CT=Heterocigoto, TT=Homocigoto alelo T.
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9.3 Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con anormalidades

metabdlicas en el grupo enfermedad arterial coronaria prematura.

Cuando se analiz6 de forma independiente a los grupos de estudio, se observaron

diferencias significativas al analizar la asociacion con anormalidades metabdlicas.

Al analizar solo al grupo de pacientes con EAC prematura se observé que el
polimorfismo rs11730582 se asocié con un mayor riesgo de hipoadiponectinemia
en los modelos aditivo (RM=1.30, 1C=1.09-1.54, P=0.003), dominante (RM=1.46, IC
=1.11-1.91, P=0.006), recesivo (RM=1.37, IC =1.02-1.84, P=0.032), codominante
1(RM=1.37, IC =1.30-1.82, P=0.031) y codominante 2 (RM=1.67, 1C=1.19-2.36,
P=0.003). Adicionalmente se encontraron asociaciones de menor susceptibilidad
con hipertension arterial, bajo los modelos dominante (RM=0.72, IC =0.54-0.97,
P=0.034) y codominante 1(RM=0.70,IC =0.51-0.96, P=0.030).Finalmente el
polimorfismo rs11730582 se asocié a menor riesgo con colesterol no HDL elevado,
bajo los modelos aditivo (RM=0.80, IC =0.65-0.98, P=0.039) y codominante 2
(RM=0.63, IC =0.41-0.97, P=0.038). Todos estos modelos se ajustaron por edad,

sexo e indice de masa corporal (Tabla 6).
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Tabla 6.Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con anormalidades metabdlicas en el grupo
enfermedad arterial coronaria prematura

. 2 del Frecuencia
Polimorfismo recuencia ae FAM alélicaC)  Modelo RM [IC 95%] p
genotipo
rs11730582 cC ctr 1T
Hipoadiponectinemia Aditivo 1.300 [1.096-1.543] 0.003
_ 0322 0474 0.205 0.559 .
No (n=485) 156 230 99 0.441 Dominante 1.462[1.117-1.912] 0.006
. 0.248 0.500 0.252 0.498 .
Si (n=657) 163 329 166 0.502 Recesivo 1.375[1.027-1.840] 0.032
Codominante 1 1.371 [1.301-1.824] 0.031
Codominante 2 1.678[1.191-2.365] 0.003
Hipertension
_ 0.241 0521 0.238 0.501 :
No (n=365) 88 190 87 0.499 Dominante 0.728[0.543-0.976] 0.034
—— 0.301 0470 0.229 0.464 0.536 ,
Si (n=777) 934 365 178 Codominante 1 0.709 [0.519-0.967] 0.030
Colesterol no HDL
elevado
_ 0.271 0485 0.244 0.486 0.514 y
No (n=918) 249 M6 224 Aditivo 0.803[0.652-0.989] 0.039
0.326 0491 0.183 0.572
Si (n=224) 73 110 41 0.428 Codominante 2 0.637 [0.415-0.976] 0.038

Los modelos se ajustaron por edad, sexo e indice de masa corporal. FAM = frecuencia del alelo menor, RM = razon de momios, IC =
rango intercuartil. CC=Homocigoto alelo C, CT=Heterocigoto, TT=Homocigoto alelo T.
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9.4 Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con anormalidades
metabodlicas en el grupo control.

En los participantes del grupo control, el polimorfismo rs2728127 se asocié con
proteccion genética a higado graso, con el modelo aditivo (RM=0.76, 1C=0.59-
0.98), P=0.038). Ademas el polimorfismo rs11730582 se asocidé con menor riesgo
de hipoadiponectinemia, con los modelos dominante (RM=0.72, 1C=0.55-0.95,
P=0.022) y codominante 1 (RM=0.72, IC=0.54-0.97, P=0.032), con una frecuencia
mayor del genotipo CT. Por otro lado el mismo polimorfismo (rs11730582) se
asocié a un mayor riesgo de niveles elevados de apolipoproteina B, con los
modelos aditivo (RM=1.22, 1C=1.014-1.473, P=0.035), dominante (RM=1.40,
IC=1.03-1.90, P=0.031) vy, finalmente con el modelo codominante 2 (RM=1.48,
IC=1.01-2.17, P=0.039), también presenté una mayor frecuencia del genotipo CT.
Todos estos modelos fueron ajustados por edad, sexo e indice de masa corporal

(Tabla 7).

56



Tabla 7.Asociacion entre los polimorfismos del gen OPN con anormalidades metabdlicas en el grupo

control.
Frecuencia del Frecuencia
Polimorfismo . FAM  Alélica(A/C) Modelo RM[IC 95%] P
genotipo
rs2728127 AA  AG GG
Higado graso Aditivo 0.766 [0.596-0.985]  0.038
_ 0.661 0295 0.044 0.809
No (n=729) 480 215 3 0.191
o 0.704 0.263 0.033 0.836
Si (n=344) 212 90 11 0.164
rs11730582 cc CT T
Hipoadiponectinemia Dominante  0.728 [0.556-0.955]  0.022
_ 0.275 0.487 0.238 0.519 Codominante
No (n=617) 170 300 147 0.481 1 0.728 [0.544-0.974] 0.032
o 0.339 0439 0.222 0.559
Si (n=456) 155 200 100 0.441
Apolipoproteina B Aditivo 1222[1.014-1473]  0.035
elevada
_ 0.321 0461 0.218 0.449 0.551 :
No (n=771) 247 355 168 Dominante ~ 1.400[1.031-1.901]  0.031
o 0.250 0490 0.260 0.497 Codominante
Si (n=302) 76 148 79 0.503 9 1.487[1.019-2.170]  0.039

Los modelos se ajustaron por edad, sexo e indice de masa corporal. FAM = frecuencia del alelo menor, RM = razén de momios, IC =
rango intercuartil. AA=Homocigoto alelo A, AG=Heterocigoto, GG=Homocigoto alelo G.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el aporte de la genética como factor de riesgo
asociado a la enfermedad, con un gen candidato que participa de manera
importante en el proceso de la calcificacion vascular. Se realizé un estudio de
casos y controles, anidado en la cohorte del proyecto GEA. Analizamos dos
polimorfismos de la regién promotora del gen OPN (rs11730582, rs2728127) en
1142 pacientes con enfermedad arterial coronaria prematura (EAC p) y 1073
individuos sanos en poblacion mexicana.

Las caracteristicas clinicas, medidas antropométricas y demograficas de nuestra
cohorte de poblacién fueron significativamente diferentes entre los grupos de
estudio. Se encontraron diferencias significativas en los parametros metabdlicos
entre el grupo de pacientes con EAC p y el grupo control, asi como una mayor
prevalencia de los factores de riesgo en pacientes que en controles. Por otro lado,
la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas fueron similares en los
grupos de estudio. Sin embargo al realizar el analisis de forma independiente de los
grupos de estudio; en los pacientes con EAC p, el alelo rs11730582 T se asoci6 a
un menor riesgo de padecer hipertension arterial sistémica. El polimorfismo esta
localizado en las regiones del sitio de union del factor de transcripcion MYT1.Este
proceso hace que la union por afinidad de la ARN polimerasa hacia el promotor
aumente, en consecuencia ocurre la sobreexpresion de OPN (Yueniwati et al.,
2016). Por otra parte, la osteopontina se expresa a niveles muy bajos en la arteria
no lesionada, pero bajo diversas condiciones patoldgicas, la expresion de OPN

presenta aumentos significativos en células endoteliales, de mdusculo liso e
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inflamatorias (Isoda et al., 2002, Denhard et al, 2001, Giachelli et al, 1999). Incluso
se ha demostrado que la expresidon de OPN esta especificamente regulada de
manera positiva por el peréxido de hidrogeno (H202), en las células del musculo
liso vascular (Lyle et al., 2014). Ademas la expresion de OPN esta regulada por la
angiotensina Il y otros factores humorales implicados en la hipertension. Sin
embargo la contribucion potencial de las fuerzas mecénicas resultantes que se
producen como resultado de la presion arterial elevada no esti clara. Se ha
propuesto un aumento de la tensién de la pared circunferencial con hipertension
para iniciar una cascada de cambios complejos en el vaso sanguineo que
posteriormente conduce a alteraciones en el cumplimiento y la funcién vascular
(Savoia & Schiftrin ,2006).

Caesar y colaboradores en 2017, respaldaron la hipotesis de que la expresion de
OPN aumenta con la hipertension en las células musculares lisas (CML) de la aorta
a través de H202, y que este aumento es un requisito previo para la remodelacion
vascular. Por lo anterior se debe tener cuidado al realizar la interpretacion de los
resultados obtenidos, ya que la asociacion entre el polimorfismo rs11730582 y un
menor riesgo de padecer hipertensién, es compleja. Ademas las funciones de OPN,
involucradas en los procesos celulares como parte de la remodelacién vascular,
son diversas. Es necesario realizar estudios funcionales para aclarar los
mecanismos involucrados. En un estudio de Hou X, Hu Z et al en 2014 realizado
en poblacion China se encontraron datos relacionados con nuestro trabajo; con
1092 pacientes diagnosticados de hipertension arterial, se genotiparon 3
polimorfismos en la regidbn promotora del gen OPN, incluido -443C / T

(rs11730582); ellos encontraron que ninguno de los SNPs estudiados en el gen
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OPN se asocio con el riesgo y la gravedad de la hipertrofia ventricular izquierda
(HVI).

En el grupo de pacientes con EACp el polimorfismo rs11730582 se asocio también
con un mayor riesgo de presentar hipoadiponectinemia, bajo los diferentes modelos
de herencia analizados. Actualmente, la adiponectina (APN) es una de las
proteinas mas estudiadas por su participacion como nexo de union entre la
obesidad, la resistencia a la insulina y las enfermedades cardiovasculares.

En el trabajo de Mie Kurata y colaboradores en 2010 se sugiri6 que OPN y la
adiponectina estan relacionados entre si subyacentes a los mecanismos del
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) e inflamacion. Existe evidencia de
que la adiponectina tiene un efecto protector en el desarrollo de la aterosclerosis.
Estudios en ratones que carecen del gen de la adiponectina presentan un mayor
engrosamiento de la neointima de la car6tida (Kubota et al,2002). Ademas, en
ratones deletados del gen apoE-/-, que presentan una mayor susceptibilidad a
desarrollar aterosclerosis, la expresion de adiponectina exdgena disminuye la
susceptibilidad de desarrollar dicha enfermedad (Okamoto et al,2002). Por otro
lado, Yueniwati y su equipo en 2016 en Indonesia realizaron un estudio analitico
de casos y controles en 20 muestras de casos y 12 de controles. Las muestras de
casos fueron niflos javaneses de entre 10 y 21 afios con padres con isquemia de
accidente cerebrovascular. Las muestras de control fueron nifios con padres sanos.
El propésito de este estudio fue examinar los polimorfismos (T-443C y G-156G) en
el promotor OPN, identificados en nifios javaneses con padres con ACV isquémico,
e investigar su relacion con el aumento de grosor de la carotida intima-media

(CIMT). Como resultado del valor p 0.654 de la variante T-143C (rs11730582) con
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CIMT, se demostr6 que la variacion genética no es un factor de riesgo significativo
en el aumento de CIMT, ya que el polimorfismo rs11730582 de OPN no representa
un factor de riesgo para el aumento del grosor de la carétida intima-media, y la
APN confiere un factor de proteccion.

Por estudios in vitro se ha postulado que los efectos protectores de la adiponectina
serian debidos a su capacidad para disminuir los factores de adhesion vascular en
las células endoteliales (Ouchi et al,1999).Esto le conferiria un papel clave, ya que
la disfuncién endotelial se considera una de las primeras manifestaciones de la
aterosclerosis. La APN puede tener efectos anti-aterogenicos a través de la
modulacion del metabolismo lipidico. Estudios clinicos demostraron que los niveles
de APN estadn correlacionados negativamente con los niveles en sangre de
triglicéridos y de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y positivamente con las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Kazumi et al,2002, Hulthe et al,2003). El
mismo polimorfismo se asocié a pacientes y controles, con riesgo o protecciéon
respectivamente, para hipoadiponectinemia, lo cual se correlaciona con nuestros
resultados. En nuestro estudio se obtuvieron niveles estadisticamente significativos
mas elevados de triglicéridos en pacientes con EAC p que en los individuos del
grupo control y se obtuvo una relacion directamente proporcional a valores mas
bajos de APN en los pacientes con EAC p. Es posible que OPN tenga alguna
interaccion con APN, regulada por el SRAA en los mecanismos involucrados para
el desarrollo de EAC. Sin embargo, es necesario realizar estudios funcionales para
poder atribuir el efecto funcional de OPN en conjunto con APN en EAC.

Respecto a las asociaciones en el grupo control, el mismo polimorfismo

rs11730582 se asocid a un mayor riesgo genético para niveles elevados de
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apoliproteina B. La Apo B es el Gnico componente proteico de las LDL plasmaéticas.
Las concentraciones elevadas de Apo B se asocian a las enfermedades
cardiovasculares, debido a la estrecha relacion entre la Apo B y el grado de la
aterosclerosis (Rifai et al,1999). Como se muestra en las tablas 3 y 4, se
observaron valores mas elevados de LDL, apolipoproteina B y mayor prevalencia
de colesterol LDL y colesterol No HDL en el grupo control comparado con el grupo
de pacientes, lo que puede deberse al tratamiento con estatinas para el control
farmacolégico de LDL, de los pacientes con EAC. El papel de la APN esta
ampliamente descrito por sus efectos antiinflamatorios, antiateroscleroticos,
antilipogénicos e hipoglicemiantes. Ademas, la APN tiene un mecanismo protector
en el desarrollo del higado graso (Garcia-Monzén et al., 2000).Se sugiere que
estos hallazgos pueden estar relacionados con la asociacion genética del
polimorfismo rs2728127 en la proteccion genética de higado graso en el grupo
control.

Los SNPs incluidos en nuestro trabajo han sido asociados, en otros estudios, con
un mayor riesgo a padecer enfermedades autoinmunes (Jirgen Glas et al., 2011),
nefrolitiasis (Cambray et al., 2019, Xiao et al., 2016) y agresividad del cancer de
mama (Ramchandani et al., 2013). Es importante mencionar que existen escasos
estudios de asociacibn de polimorfismos del gen OPN con enfermedades
cardiovasculares, y de los cuales, han sido realizados en poblaciones diferentes,
tomando en cuenta el minimo de marcadores metabdlicos y factores de riesgo
asociados con EC. El presente estudio, es el primero que reporta la asociacion de
los polimorfismos del gen OPN con anormalidades y parametros metabdlicos en

pacientes y en personas sanas en la poblacion mexicana.
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11. CONCLUSIONES

En conclusion, tomando en cuenta los resultados de la poblacion estudiada;
medidas antropométricas y parametros metabdlicos, se identificaron marcadores
bioquimicos importantes en el desarrollo de aterosclerosis que se encuentran mas
elevados en pacientes con EACp que en personas del grupo control. Sin embargo
se encontré que no hay asociacién entre los polimorfismos del gen OPN con EAC y
el grupo control. Este trabajo ha proporcionado evidencia de que los dos
polimorfismos en la regién promotora del gen de OPN no se asocian con la EACp,
pero si con anormalidades metabdlicas relacionadas con la EAC.

En conjunto los hallazgos de esta asociacion estadisticamente significativa entre
los polimorfismos del gen OPN (rs11730582, rs2728127) con anormalidades
metabdlicas en los grupos de estudio, puede ser un respaldo importante en la
comprension de patogénesis de la EAC y contribuye a aclarar los mecanismos

moleculares relacionados con el desarrollo de la EAC.

12. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar analisis y estudios funcionales para comprender los
mecanismos moleculares involucrados en las asociaciones de los polimorfismos del
gen OPN con las anormalidades metabdlicas en la enfermedad arterial coronaria.
Si bien se incluyeron los SNP’s C-443T (rs11730582), A-1748G (rs2728127) por su

alta frecuencia, ubicacion y relacion en procesos de aterosclerosis. Seria de utilidad
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estudiar mas polimorfismos genéticos en otras regiones del gen OPN. Asimismo
podria evaluarse el desequilibrio de ligamiento, y el posible efecto funcional, para
establecer la verdadera participacion del gen en la EAC.

Con la reciente aportacion de la expresion de isoformas de OPN difiere con la
progresion de la enfermedad se requieren estudios futuros para determinar la

funcién que desempenfa cada una de ellas.

Ademas consideramos importante que se midan en un futuro los niveles séricos de

OPN, para analizar su utilidad como marcadores metabdlicos predictivos en

enfermedades cardiovasculares y analizar la asociacion que presentan los niveles
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