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Resumen

La aterotrombosis es una enfermedad multifactorial y poligénica producto de la
desestabilizacion de la placa ateroscleroética. Esta condicion, es la responsable de
la mayoria de las enfermedades cardiovasculares, que en nuestro pais contribuyen
a mas del 77% del total de las muertes en adultos. Factores ambientales como el
humo del cigarro, favorecen la oxidacion de lipidos, un proceso clave para la
formacion de la placa aterosclerética. Por su parte, el componente genético
contribuye potencialmente con el desarrollo de la placa. En el presente proyecto,
se evalud la asociacion entre el consumo de cigarro de acuerdo a la condicion de
fumador y el indice tabaquico. Ademas, se determind la asociacion de siete
polimorfismos de un solo nucleétido (SOD-rs4880, APOA4-rs5104, APOA5-
rs662799, LOX-1-rs1050283, ALOX5AP-rs4769874, y P22phox- rs4673, TOMM40-
rs2075650) relacionados con la oxidacion de lipidos y la presencia de
aterotrombosis. Para esto se incluyé a 204 individuos con diagnéstico de
aterotrombosis y 204 individuos sanos pertenecientes a la etnia mestiza mexicana
no relacionados entre si. Con el fin de evitar falsas asociaciones debidas a la
compleja arquitectura genética de la poblacion mexicana se incluy6é también un
control gendmico. La discriminacién alélica se realizO6 mediante g-PCR. La
presencia de aterotrombosis se asocié positivamente con hipercolesterolemia (RM
= 2.91, ICos% = 1.42-5.99); el antecedente familiar de enfermedad cardiovascular
(RM = 3.15, ICos% = 1.97-5.02), asi como con la historia de tabaquismo. En
comparacioén con los no fumadores, los exfumadores (RM = 2.69, ICos% = 1.59-4.56)
y un consumo mayor a dos paquetes/afio (RM = 2.64, 1Cgs% = 1.46-4.77) mostraron
asociacion con la presencia de aterotrombosis. Con respecto a la contribucion
genética, sOlo se observaron diferencias en las frecuencias del polimorfismo
P22phox-rs4673 entre los sujetos con y sin aterotrombosis. Los portadores del
genotipo AA asi como el analisis bajo el modelo recesivo (GG+AG vs AA) mostraron
una asociacion de dos veces mas con la presencia de aterotrombosis. (RM = 2.56;
[Cos = 0.99-6.62, p=0.05). Esto fue soportado por el desequilibrio de Hardy-
Weinberg (Fis= 0.130, p=0.04). Nuestros datos sugieren que tanto la condicion de
exfumador como el genotipo AA del polimorfismo P22phox-rs4673 podrian
contribuir con el desarrollo de la aterotrombosis. Nuestros hallazgos resaltan la
importancia del estudio de la contribucion del componente genético y ambiental en

la aterotrombosis en una poblacién compleja como lo es la mestiza mexicana.



Abstract

Atherothrombosis, a multifactorial and polygenic disease, is the keystone of the
majority of cardiovascular diseases, contributing to more than 77% of the total
deaths in the Mexican adults. Both environmental (i.e., cigarette smoke) as the
genetic factors have been related with the lipids oxidation, exhibiting a critical role
in the atherosclerotic plaque formation. Despite, the contribution of the
environmental and genetic factors have been studied separately, the study of the
contribution of both factors is scanty. Herein, the tobacco consumption was
evaluated through smoking status and smoking index . The genetic contribution of
seven single nucleotide polymorphisms (SOD-rs4880, APOA4-rs5104, APOAS5-
rs662799, LOX-1-rs1050283, ALOX5AP-rs4769874, y P22phox- rs4673, TOMM40-
rs2075650) related to lipids oxidation were investigated. We included 408 unrelated
mestizos (204 individuals with atherothrombosis and 204 healthy individuals). A
genomic control was also characterised to avoid false associations related to the
complex genetic architecture of the Mexican population. Allele discrimination was
determined by real-time PCR. Our findings suggest that the hypercholesterolemia
(OR =2.91, Clos% = 1.42-5.99), family history of cardiovascular disease (OR = 3.15,
Closw = 1.97 - 5.02), ex-smoker status (OR = 2.69, Clos% = 1.59-4.56), and cigarette
consumption greater than two packages per year (OR = 2.64, Closw = 1.46-4.77),
were associated with the presence of atherothrombosis. The homozygous state of
the A allele in P22phox-rs4673 exhibited frequency differences in the case group
versus the controls (healthy and genomic). The recessive model analysis (GG+AG
vs AA) showed an association of two times with the presence of atherothrombosis
(RM = 2.56; Close = 0.99 - 6.62, p = 0.05). These differences were supported both
Hardy-Weinberg disequilibrium (Fis = 0.130, p = 0.04), as well as the odds ratio (OR
= 2.25; Closw = 0.86 - 5.90, p = 0.08). In summary, those carriers of the AA-
P22phox-rs4673 genotype and ex-smoker status present twice risk to
atherothrombosis development in comparison with the healthy controls. These
findings highlight the genetic and environmental approaches in the study of the

complex diseases.



1. Introduccién

La aterotrombosis (AT), es el término utilizado para describir la formacién de
trombos que ocurre posterior a la ruptura de la placa ateroesclerética (PA)
(Badimon et al., 2009). Estos trombos obstruyen el paso del flujo sanguineo hacia
diferentes o6rganos desencadenando algunas patologias como el infarto agudo al
miocardio (IAM), al accidente cerebrovascular (ACV), la enfermedad arterial
coronaria (EAC) y la enfermedad arterial periférica (EAP), condiciones que son
incluidas en las enfermedades cardiovasculares (ECVs) (Wang & Peter, 2017). Las
ECV son un grupo de desordenes del corazon y los vasos sanguineos cuyas
manifestaciones clinicas (v.gr., EAC y el ACV) son de las principales causas de
muerte en adultos a nivel mundial (Hogstrom, 2017; OMS, 2015). La AT es una
condicion que se relaciona con anormalidades hemostaticas como la
hipercoagulabilidad, la hipofibrindlisis, alteraciones en el metabolismo de lipidos y
con procesos inflamatorios y oxidantes que afectan a los vasos sanguineos de la
mayoria de los territorios corporales (Spronk et al., 2018). A su vez esta enfermedad
tiene como condicion primaria subyacente a la aterosclerosis, un desorden crénico
y progresivo de las arterias relacionado con la acumulacién de colesterol y con
procesos inflamatorios crénicos (Badimon et al., 2009). Ambas enfermedades son
condiciones complejas, inflamatorias y degenerativas de etiologia multifactorial que
tienen un gran impacto en la vida de las poblaciones mundiales (Badimon et
al.,2012; Diaz-Castro et al., 2005).

1.1 Epidemiologia de la enfermedad cardiovascular

En las Ultimas décadas, el estudio de las ECVs se ha visto motivado por el
gran incremento que estas enfermedades han mostrado a lo largo del tiempo. Tan
solo en el afo 2015, se estimaron 17.7 millones de muertes por ECV lo que
representd mas del 30% de las muertes totales a nivel mundial (World Heart
Federation, 2016). En ese mismo afo, se estimaron 42.7 millones de casos
prevalentes de ECV, siendo la cardiopatia isquémica y el ACV las principales
causas de muerte en el mundo, incluso por encima de las infecciones respiratorias,
la enfermedad obstructiva crénica (EPOC) y los canceres de pulmén, trdquea y
bronquios (OMS, 2015; Roth et al., 2017).



Los estadisticos regionales sefialan que en Europa el 45% del total de las
muertes registradas se deben a alguna ECV mientras que, en América, paises
como Estados Unidos reportan cifras de hasta 800,000 muertes al afio,
representando una de cada tres muertes en ese pais (European heart network,
2017). Otros paises como Colombia y Chile reportan cifras cercanas al 28% de las
muertes anuales, mientras que en los paises en vias de desarrollo estas
enfermedades aportan cerca del 62% del total de muertes a nivel mundial (Gémez,
2011; Ministerio de Salud, 2015).

México es uno de los paises con mayor incidencia de ECV, en donde la
mortalidad estimada es de 292 personas por cada 100,000 habitantes,
representando el 77% del total de las muertes en adultos (OCDE, 2015). Ademas
de la mortalidad, hoy en dia se utilizan otros indicadores para medir el impacto de
las ECVs. En este sentido, los afios de vida potencialmente perdidos (AVPP), son
un indicador que ilustra la pérdida que sufre la sociedad como consecuencia de las
muertes prematuras, basandose en el supuesto de que cuanto mas prematura es
la muerte, mayor es el nimero de afios de vida potencialmente perdidos (Ministerio
de Salud, 2015). Los AVPP para nuestro pais son de aproximadamente 728 afios
por cada 100,000 habitantes, 25% mas alta que el promedio de los paises
pertenecientes a la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos
(OCDE; 521 afios/100 mil habitantes). Este dato sugiere que, en México, las ECV
ocurren a edades cada vez mas tempranas, lo que resulta en la disminucién en la
calidad de vida de las personas que las padecen, asi como en su rendimiento
productivo (OCDE, 2015).

1.2 Bases Moleculares de la aterotrombosis

El estudio de los procesos fisiopatoldgicos que suceden en el desarrollo de
la AT es complejo, ya que al ser una enfermedad en la cual convergen mdultiples
factores de riesgo, las bases moleculares no estan totalmente dilucidadas. Entre
los mecanismos con mayor contribucion a la formacion de placa se encuentran: la
oxidacion de lipoproteinas, el estrés oxidante, la inflamacién y los estados de
hipercoagulacion, los que son sefialados como las principales vias patoldgicas

precursoras de la enfermedad aterosclerotica (Chang et al., 2017).



Bajo condiciones normales existen diferentes mediadores del balance
homeostético del endotelio vascular. EI 6xido nitrico (ON) es uno de los mas
importantes, cuya funcion principal es mantener el tejido endotelial en un estado
quiescente que se caracteriza por una baja adhesion leucocitaria, una Optima
biodisponibilidad de vasodilatadores y una baja permeabilidad (Badimon et al.,
2009; Portilla et al., 2013; Seidman et al., 2014). Sin embargo, por diversos
mecanismos, estas caracteristicas pueden modificarse resultando en el desarrollo

de la AT incluso a edades mas tempranas.

1.2.1 Mecanismos de oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad

La AT inicia silenciosamente en las etapas tempranas de la vida cuando se
empiezan a formar las PA como consecuencia del depdsito subendotelial de
lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés, low density
lipoproteins) (Badimon et al., 2009). Estas lipoproteinas estan conformadas por una
capa exterior compuesta por fosfolipidos con cadenas laterales de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés, Poli unsatured fatty acid). Los
PUFA son altamente vulnerables a la oxidacién por radicales libres (v.gr.: radicales
hidroxilo, OH"), cuyos productos secundarios mas importantes para la aterogénesis
son los lipidos oxidados (ox-LDL, por sus siglas en Inglés, Oxidized Low Density
Lipoprotein) y los aldehidos lipidicos reactivos, los cuales ejercen sus efectos
modificando estructuralmente a proteinas y otras macromoléculas (Figura 1) (Linton
et al., 2015).
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Figural. Oxidacién de fosfolipidos de acidos grasos poliinsaturados MDA: malondialdehido;
POVPC: 1-palmitoil-2-oxovaleroil-sn-glicero-3-fosforilcolina; AzPAF: 1-O-alquil-2-azelaoil-sn-
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1- (palmitoil) -2 Fosfatidilcolina; 5,6-PEIPC: 1-palmitoil-2- (5-ceto- 5,6) - epoxiisoprostano E2 - sn -
glicero - 3 -fosfocolina. (Tomada de Linton et al., 2015).
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Las LDL al ser altamente sensibles al dafio oxidante y al unirse al colesterol
proveniente de la circulacion sanguinea, se infiltran en la pared arterial
desencadenando la formacion de la PA (Tsimikas & Miller, 2011). Asi, un punto
primordial en la fisiopatologia del proceso aterosclerético es la oxidacion de los
lipidos, los que pueden ser modificados por diferentes procesos bioguimicos que

se dividen para su estudio en dos principales vias (Yoshida & Kisugi, 2010):

1. Via no enzimatica. Estd mediada por metales como el cobre y cationes
bivalentes como el Fe?*, que catalizan modificaciones oxidativas de las
LDL, generando ox-LDL. Estas ox-LDL son un ligando para el receptor
acetil LDL en la superficie de los macrofagos lo que conlleva a la
formacion de las células espumosas (Ayala et al., 2014).

2. Via_enziméatica. Participan diferentes tipos celulares residentes de las

lesiones ateroscleréticas como: las células endoteliales, los



monocitos/macrofagos, los neutrofilos y fibroblastos, los que aceleran el
proceso oxidativo. Esta via esta orquestada por una serie de enzimas
como las lipooxigenasas (LO, por sus siglas en inglés, Lipoxygenase) y
las mieloperoxidasas (MPO, por sus siglas en inglés, myeloperoxidase)
derivadas de macréfagos, asi como por la Nicotinamida Adenina
dinucledtido fosfato (NADPH, por sus siglas en inglés, Nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) oxidasa y el éxido nitrico inducible
(INOS, por sus siglas en inglés, Inducible nitric oxide synthase), que

contribuyen a la oxidacion de las LDL (Tsimikas, 2006).

La lipooxigenasa es una enzima intracelular que cataliza la oxidacion de los
acidos grasos libres y de las cadenas de los PUFAS, dando como resultado
diferentes tipos de hidroperdxidos como los hidroperdxidos de acidos grasos libres
(FFA-OOH, por sus siglas en inglés, free fatty acid hydroperoxide), los
hidroperoxidos de fosfolipidos (PL-OOH, por sus siglas en inglés,
phospholipid hydroperoxides) e hidroperdxido de éster de colesterilo (CE-OOH, por
sus siglas en inglés, cholesteryl ester hydroperoxide) (Hoff & O 'neil, 1991; Tsimikas
& Miller, 2011). Estudios in vitro han encontrado que los niveles proteicos y de RNA
mensajero (MRNA) de la 15-LO se encuentran elevados en el tejido aterosclerotico
lo cual sugiere que la lipooxigenasa estéa involucrada en la oxidacion de las LDL y
por ende en el proceso de aterogénesis (Linton et al., 2015; Tsimikas & Miller,
2011).

La MPO, por su parte, es una enzima secretada por los neutrdfilos,
monocitos y macréfagos generando una serie de agentes oxidantes como el acido
hipocloroso (HCIO) y el peroxinitrito (ONOO-), los cuales pueden iniciar la oxidacion
de lipidos y proteinas, con la consecuente produccion de LDL vy lipoproteinas de
alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés High Density Lipoprotein) cloradas y
nitradas (Tsimikas, 2006) . Las especies reactivas de nitrdgeno (RNS, por sus siglas
en inglés, reactive nitrogen species) convierten a las LDL en un ligando de alta
afinidad para el receptor CD36, que media su captacion por los macréfagos,
favoreciendo la formacion de las células espumosas en el endotelio vascular
(Tsimikas & Miller, 2011).



En un estado de inflamacion, la sobrerregulacién de iINOS provoca el
incremento de superoxido (O2) por la NADPH oxidasa (Nox) de los fagocitos.
Ademas de su papel en la oxidacion de lipoproteinas, muchos estudios sugieren
que las enzimas iINOS y Nox desempefian importantes funciones de sefializacion
de muchos tipos de células (Gaut & Heinecke, 2001). Estudios recientes han
demostrado que las LDL minimamente modificadas activan a la NADPH oxidasa 2
(Nox2) en macrofagos, mediando asi la secrecion de citocinas proinflamatorias y la
migracion de ceélulas de musculo liso vasculares (Linton et al., 2015; Tsimikas &
Miller, 2011). Por su parte, estudios in vitro han demostrado que el ON puede
reaccionar con iones superoxido para formar peroxinitritos, los cuales a su vez

pueden iniciar la peroxidacion de las LDL (Figura 2) (Gaut & Heinecke, 2001).

Oxidation
: 15-LO

formation iINOS
MPO

Figura 2. Oxidacién enzimatica de lipoproteinas. VLDL: lipoproteina de muy baja densidad; LDL:
lipoproteina de baja densidad; 15-LO: 15- lipooxigensa; iINOS: 6xido nitrico inducible; NADPHox:
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada; mmLDL: lipoproteinas de baja densidad
minimamente modificadas; ox-LDL: lipoproteinas de baja densidad oxidadas; LPL: lipoprotein
lipasa; receptor CD36 y receptor SRA (Tomado de Tsimikas, 2006).

Como consecuencia de la oxidacion de las LDL existe una produccion
desregulada de las especias reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles
Reactive Oxygen Species) provocando un incremento en el estrés oxidante
(Niemann et al., 2017). Las fuentes de ROS en el organismo son diversas, siendo
la mitocondria una de las principales productoras (Puddu et al., 2009). Este
organelo celular esta encargado de la produccion de trifosfato de adenosina (ATP,
por sus siglas en inglés, Adenosine triphosphate), de la muerte celular programada,

ademas de la regulacion de numerosas vias metabdlicas como la B-oxidacion y el



ciclo de Krebs (Sack, et al., 2017). El estudio de la participacion de la mitocondria
en las ECV ha permitido postular la teoria de disfuncion mitocondrial, la cual postula
que el exceso en la liberacion de ROS asi como de RNS, pueden contribuir a las
sefiales de inflamacién vascular que conllevan al desarrollo de las lesiones
ateroescleroticas (Puddu et al., 2009). Este desarrollo esta asociado con un
incremento en la produccion de ROS, las cuales tienen la capacidad de causar
disfuncién endotelial, proliferacion y apoptosis de células de musculo liso
vasculares y macréfagos, favoreciendo asi la progresion y la ruptura de la PA
(Puddu et al., 2009; Sack, et al., 2017). En este sentido, una de las mayores fuentes
de ROS en mitocondria es la Nox (Niemann et al., 2017), una flavoproteina que
incluye dos subunidades transmembrana (gp91phox y p22phox) y tres proteinas
citosolicas (p40phox, p47phox y p67phox) (Niemann et al., 2017). Su mayor
expresion es en los fagocitos, las células de musculo liso vasculares y las células
endoteliales (Najafi et al., 2012). La familia de las Nox es capaz de transportar
electrones de la NADPH y reducir el oxigeno al anién superdxido (O2--) y peréxido
de hidrégeno (H202). Diversos estudios sefialan que su incremento esta implicado
en la patogénesis de las enfermedades vasculares y en los seres humanos se ha
correlacionado a los niveles de expresion de sus subunidades con la aterosclerosis,
por lo que también es sujeto de estudio en la fisiopatologia de la AT (Stanger et al.,
2001).

Ademas de la actividad de las enzimas previamente mencionadas, el estrés
presente en la PA también es mediado por la exposicion a diferentes factores
ambientales, asi como por otras enzimas como la hemoxigenasa tipo 1 (HO-1, por
sus siglas en inglés Heme oxigenase-1), la superoxido dismutasa (SOD, por sus
siglas en inglés Superoxide dismutase) y la paraoxonasa 1 (PON1, por sus siglas
en inglés Paraoxonase 1) (Badimon et al.,, 2012). La SOD, es una enzima
antioxidante clave en la dismutacion catalitica del O2-— que participa en diversos
procesos bioldgicos inducidos por estrés oxidante (Fukai et al., 2011). Dentro de
las células, la SOD convierte compuestos reactivos altamente dafiinos en H202, el
cual sirve como sustrato para la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx)
(Bresciani el at., 2013). Estas dos enzimas catalizan la conversion de H202en agua,
manteniendo asi el equilibrio 6xido-reduccion en el organismo (Fukai & Ushio-
Fukai, 2011). La SOD presenta tres isoformas: 1) la SOD1 (Cu/ZnSOD), presente



en el plasma; 2) la SOD2 (MnSOD), presente en la mitocondria y 3) la SOD3
(Cu/ZnSOD) presente en la matriz extracelular (Fukai et al., 2011). Estudios clinicos
han sefialado que la SOD protege a las células y sus componentes extracelulares
de procesos inflamatorios (Xu et al., 2017). Su relacion con las ECVs radica en que
la SODL1 protege la liberaciéon de ON proveniente del endotelio, por lo que tiene una
funcién importante en la funcion endotelial. En el caso de la SOD2, esta es la
primera linea de defensa en contra de los ROS en mitocondria por lo que su
deficiencia parece ser la responsable de la disfuncion endotelial mediada
principalmente por el incremento de O2-— (Mlnzel et al., 2017). Estos hallazgos han
sido respaldados por estudios in vivo en donde ratones knock out para el gen de
SOD2 mueren a los pocos dias después del nacimiento, mientras que la deficiencia
heterocigota de este mismo gen media la disfuncion mitocondrial y el dafio al DNA,
asi como formacion de PA en ratones knock out para el gen ApoE-/- (Mlnzel et al.,
2017). Otros estudios apuntan que las SOD se encuentran involucradas en el
proceso de aterogénesis mediante la inhibiciobn de las alteraciones oxidativas
causadas por Oz-—, asi como por la prevencion de la remocién de ON mediada por
O2-—, a la vez que facilitan la vaso-relajacion del endotelio, la inhibicion de la
adhesion leucocitaria al endotelio vascular y la alteracion de las respuestas
celulares vasculares, razones por las cuales se sugiere que esta familia de enzimas

funge un papel protector en la aterosclerosis (Xu et al., 2017; Fukai et al., 2016).

Las oxidaciones que sufren las LDL, ya sean por la via no enzimatica o por
la via enzimatica conllevan a la acumulacién de ox-LDLs favoreciendo la activacion
del endotelio y la promocion de un estado pro-oxidante (Tsimikas & Miller, 2011).
Esta activacion es un proceso mediante el cual se pierde la hemostasia vascular,
ademas de que se promueve la expresion de moléculas de adhesion celular tales
como la molécula de adhesion celular-1 (ICAM-1, por sus siglas en inglés,
Intracellular Adhesion Molecule 1) y la molécula de adhesién endotelial-1 (VCAM-
1, por sus siglas en inglés, Vascular Cell Adhesion Molecule 1) las que facilitan el
reclutamiento de las células inflamatorias y el deposito de lipidos en la intima
arterial (Figura 3) (Portilla et al.,, 2013). Posterior a estas modificaciones en el
endotelio, las células del sistema inmunitario que se encuentran en el torrente
sanguineo, entran en contacto con los sitios de acumulacion de ox-LDL y con otros

tipos celulares, comenzando a proliferar (Douglas & Channon, 2014). Los



monocitos se diferencian a macrofagos y por medio de receptores tipo scavenger
empiezan a fagocitar a las ox-LDL, transformandose en células espumosas que
potencian la respuesta inflamatoria, llevando a la formacion de estrias grasas

(primera etapa del desarrollo de la PA) (Douglas & Channon, 2014).
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Figura 3. Fisiopatologia de la aterosclerosis: participaciéon de las ox-LDL. EC: células endoteliales;
SMC: células de musculo liso vasculares; MCP1: proteina quimioatrayente de monocitos 1; G-CSF:
factor estimulante de colonias de granulocitos; M-CSF: factor estimulante de colonias de
macroéfagos; ROS: especies reactivas de oxigeno; ox-LDL: lipoproteinas de baja densidad oxidadas;
MMPs: metaloproteinasas de matriz; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; bFGF:
factor de crecimiento de fibroblastos (Tomado de Maiolino et al., 2013).

Ademas de los receptores antes mencionados, existe un receptor de LDL de
baja densidad oxidado de tipo lectina-1 (LOX-1) que tiene un papel crucial en la
captura de ox-LDL (Sawamura et al., 2015). Este receptor se encuentra presente
en las células endoteliales de las arterias coronarias, las plaquetas, los fibroblastos,
las células de musculo liso vascular y los cardiomiocitos (Pothineni et al., 2017).
Aunque su expresion basal es baja, bajo la presencia de pro-oxidantes, sefales
inflamatorias y estrés oxidante, su expresion puede aumentarse rapidamente (Guo
et al.,, 2017). Algunos estudios han sefialado que este receptor se encuentra
abundantemente en la PA y se conoce que LOX-1 facilita la toma de ox-LDL por los

macréfagos y monocitos, resultando en la formacion de células espumosas,



ademas de que la activacion del receptor induce un estado de estrés oxidante

conduciendo a una mayor oxidacién de LDL (Pothineni et al., 2017).

Posterior a la captura de las ox-LDL, dentro de la intima arterial, la muerte
de las células espumosas conduce a la formacion de un ndcleo lipidico necrotico,
lo que promueve la activacion de citocinas pro-inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés, tumor necrosis factor alpha),
el interferon Y, e interleucinas (IL, por sus siglas en inglés, Interleukin) como la IL-
1, IL-6 e IL-18, asi como la expresion de factores de crecimiento (Portilla et al.,
2013). En respuesta a este estado proinflamatorio, algunas PA acumulan células
de musculo liso vasculares que migran de la capa media a la intima arterial, lugar
en el cual proliferan y sintetizan proteinas de matriz extracelular como el colageno
y la elastina. Dicha proliferacion y migraciéon contribuye al estrechamiento luminal,
y a la formacién de una protuberancia fibrosa cuya funcion es mantener la
estabilidad de la placa por medio del aislamiento del nudcleo lipidico del torrente

sanguineo (Figura 3) (Douglas & Channon, 2014; Seidman et al., 2014).

Al disminuir los mecanismos de mantenimiento del endotelio, ocurre el
estrechamiento de la luz vascular, resultando en la produccion de un flujo turbulento
que conlleva al estrés del reticulo endoplasmico con la consecuente disminucion
de la secrecion de ON, e incremento de la produccion de superoxido (Hogstrom,
2017). Estos eventos fomentan la rotacidn de las células endoteliales, incrementan
la permeabilidad y la acumulacion de lipidos en el espacio sub-endotelial y

favorecen el crecimiento de la PA (Seidman et al., 2014).

1.2.2 Disrupcién de la placa: manifestaciones clinicas de la
aterotrombosis

La mayoria de las PA permanecen estables y asintomaticas, aun cuando se
empieza a obstruir el flujo sanguineo (Badimoén et al., 2009). Sin embargo, como
resultado de los cambios en la composicidén y estructura celular, las PA pueden
perder estabilidad. Las PA inestables se caracterizan por tener un corazoén lipidico
grande y una capa fibrosa delgada que contiene una alta proporcion de macréfagos
y un contenido bajo en colageno (Mcintyre & Hazen, 2010). Estas caracteristicas
dan como resultado una debilidad mecéanica, que junto con la erosion endotelial

fomentan la inestabilidad de la placa (Figura 4a). Al existir erosion o ruptura de la
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placa, el contenido altamente trombogénico del nucleo entra en contacto con la
sangre periférica lo que conduce a la agregacion plaquetaria y a la formacion de
trombos, lo que desemboca en la AT (Figura 4b) (Badimon et al., 2012). Es asi
como dependiendo de la zona en la que el trombo se localice se determinara el tipo
de evento cardiovascular: si el trombo se localiza en alguna zona del cerebro, se
producira un ACV,; si se localiza en alguna region del miocardio se presentara un
Infarto agudo de miocardio, mientras que si el trombo se presenta en las arterias
coronarias la manifestacion clinica sera la Enfermedad arterial coronaria (Badimon
et al., 2012, 2009).

'S
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Figura 4. a) Caracteristicas de la placa aterosclerética estable (lado izquierdo). TGF-B: Factor de
crecimiento transformante beta. b) Ruptura de la placa y formacion del trombo (lado derecho). IFNy:
interferon gamma; MMPs: metaloproteinasas de matriz (Tomado de Linton et al., 2015).

1.3 Factores de Riesgo

La AT es una enfermedad multifactorial y poligénica consecuencia de la
interaccidn entre la presion ambiental, el estilo de vida y la interaccion entre
diferentes genes. Entre los factores que contribuyen significativamente al desarrollo
de la AT se encuentran: la mala alimentacion, el sedentarismo, la edad, el género,
la contaminacién ambiental, asi como factores que subyacen a la enfermedad,
destacandose las dislipidemias, la diabetes tipo 2, la obesidad, y la presién arterial

elevada, entre otros (Hogstrom, 2017).

El estudio de los factores de riesgo ha permitido establecer que los altos
niveles de LDL favorecen positivamente el desarrollo de la PA, ademas de que la
dislipidemia es una caracteristica comun en personas con alguna ECV. El término

de dislipidemia se utiliza para describir un desbalance existente entre diferentes
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tipos de lipoproteinas y lipidos sanguineos (Hogstrom, 2017). El conocimiento de
la participacion de los niveles de lipidos incluye también a otros componentes
proteicos que se encuentran en la superficie de las lipoproteinas, conocidos como
apolipoproteinas (Apo, por sus siglas en inglés, Apolipoprotein) (Garelnabi et
al.,2013). Entre sus funciones destacan su contribucion a la solubilidad de las
lipoproteinas, ademas de que pueden actuar como ligando para algunos receptores
y cofactores implicados en el metabolismo de las lipoproteinas, razén por la cual
las apolipoproteinas son relacionadas con el desarrollo de distintas ECVs
(Garelnabi et al.,2013). Algunas de las Apo que han sido estudiadas son la
apolipoproteina 4 (APOA4) y la apolipoproteina 5 (APOA5). La APOA4 es el
componente proteico principal en los quilomicrones y HDLs (Gomez et al., 2010).
Estudios in vitro han demostrado que la APOA4 activa a las enzimas lecitina
colesterol aciltransferasa, facilitando la accion de la proteina de transferencia de
éster de colesterol, a la vez que modula la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL,
por sus siglas en inglés, Lipoprotein lipase). En conjunto, estas acciones podrian
promover el transporte de colesterol desde el tejido y las células extrahepéticas
hasta el higado (Wong et al., 2007). Otros estudios han demostrado que la APOA4
posee propiedades antiaterogénicas, por lo que la sobreexpresion de esta
apoproteina en ratones APOE-/- transgénicos confiere proteccion contra la
aterosclerosis inducida por dieta, independientemente de la concentraciéon de HDL
(Gomez et al., 2010). Algunos otros autores han sugerido que la APOA4 humana
inhibe de manera in vitro la peroxidacion lipidica de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés, Very low density lipoprotein) por iones de
Cu?* (Gomez et al., 2010). Por lo que respecta a la APOAS, diversos estudios han
sugerido que reduce la concentracion sérica de triglicéridos (TG) por la estimulacién
de la LPL y por la inhibicion de la produccién de VLDL-TG en higado, ademas de
gue la APOAGS esté asociada a los quilomicrones, VLDL y HDL, pero no a las LDL
(Garelnabi et al., 2013). Los datos obtenidos a partir de un estudio de metaanalisis,
basado en estudios prospectivos provenientes de 21 poblaciones encontré que, de
manera general, la elevacion de 89mg/dL en la concentracion de triglicéridos estaba
asociado con un incremento de 12% de riesgo cardiovascular en hombres y 37%
en mujeres tras ajustar por colesterol total (CT), LDL, HDL, IMC, presion arterial y
diabetes (Garelnabi et al., 2013). Esto cobra importancia debido a que la presencia
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de dislipidemia es un factor de riesgo independiente de la enfermedad

cardiovascular (Silva & Sanches, 2010; Garelnabi et al., 2013).

Otros factores de riesgo como la exposicion a contaminantes ambientales
entre los que se encuentran los solventes, los plaguicidas y el humo de cigarro,
entre otros, contribuyen a la morbilidad y mortalidad mediante procesos que
subyacen al desarrollo de la PA (Hatzis & Karatolios, 2016). La inhalacion de
contaminantes ambientales generados por la combustién como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHs, por sus siglas en inglés, Poly Aromatic
Hidrocarbons) contribuyen en las distintas fases de la AT, promoviendo la
inflamacion y el estrés oxidante (Cosselman et al.,2015). Estudios en modelos
animales han determinado que una exposicion de corta duracion a estos
compuestos, puede incrementar la peroxidacion de lipidos y la disfuncién de las
HDL (Cosselman et al., 2015).

Por otro lado, los metales también se han relacionado con el desarrollo de
las ECVs. El arsénico (As) ha sido uno de los mas estudiados en modelos animales
y estudios poblacionales. Estos estudios han reportado que existe un aumento de
citocinas pro-inflamatorias y marcadores de estrés oxidante por exposicion a este
elemento quimico (Cosselman et al., 2015). Entre los posibles mecanismos de
accion se incluyen, la sobrerregulacion de sefiales de inflamacion, el
potenciamiento del estrés oxidante, la activacion del factor nuclear KB (NF- KB, por
sus siglas en inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
ademas de que se presenta una inhibicion en la disponibilidad de ON (Hatzis &
Karatolios, 2016). El cadmio (Cd), cuya principal fuente de exposicion es el humo
de tabaco, induce la disfuncion endotelial y promocion de la aterosclerosis mediante
mecanismos oxidativos. Estos mecanismos tienen la capacidad de desplazar al
fierro y al cobre de los grupos tiol, generando ROS por reacciones de Fenton, lo
gue conlleva a la disrupcion de las funciones de la barrera endotelial, la induccién

de necrosis y la inhibicion de sustancias vasodilatadoras (Cosselman et al., 2015).

13



1.3.1 Consumo de cigarro

Desde hace afios se establecido firmemente que el tabaquismo es un
importante factor de riesgo para el desarrollo de la PA, la promocién de un estado
protrombdético y por ende el desarrollo de la AT (Cosselman et al., 2015). Esclarecer
el papel del tabaquismo y su contribucién al desarrollo de enfermedades complejas
es de suma importancia, dado que el tabaco mata a mas de siete millones de
personas cada afo; seis millones son consumidores del producto (80% de éstos
viven en paises con ingresos bajos a medios) mientras que el resto son no
fumadores expuestos (OMS, 2017). De acuerdo con la Encuesta Nacional de
Tabaquismo en Adultos del afio 2015, en nuestro pais el tabaquismo afecta a cerca
de 17 millones de mexicanos, representando el 10% de las defunciones anuales
(Secretaria de Salud, 2016).

El estudio del tabaquismo como factor de riesgo cardiovascular ha permitido
determinar algunos de los mecanismos que fomentan el desarrollo de la PA. Hoy
en dia, se conoce que la combustién del tabaco desprende compuestos como
mondxido de carbono y PAHSs, que en conjunto con la nicotina, estan involucrados
en los mecanismos que conllevan a la disfuncion endotelial (Chang et al., 2017).
Estudios realizados en modelos animales, modelos in vitro, asi como en estudios
poblacionales han comprobado que el tabaco y los diferentes PAHs incrementan
los niveles de algunas citocinas proinflamatorias como la proteina C reactiva (PCR),
IL-6 y células polimorfonucleares, las que a su vez inducen la produccion de ROS
(Cosselman et al., 2015; Gordon & Flanagan, 2016; Underwood et al., 2012). Este
habito, también ha sido asociado con un aumento en los niveles de LDL en
personas fumadoras en comparacion con no fumadores (controles sanos), mientras
que los niveles de HDL se encuentran disminuidas bajo las mismas condiciones
(Gordon & Flanagan, 2016). Asimismo, algunos estudios relacionan al habito de
fumar con las dislipidemias, el aumento del espesor de la intima media, la
aterosclerosis, la disfuncion endotelial, aneurismas en las paredes vasculares, la
promocién de un estado protrombdtico, la inflamacion, la alteracion del metabolismo
de lipidos, la vasoconstriccion e hipoxia (Berlin, et al., 2012; Li et al., 2014; Rooks
et al., 2011). Se ha descrito que los componentes del humo de cigarro estimulan la

Nox endotelial, disminuyendo la funcidbn mitocondrial e induciendo asi el estrés
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oxidativo mitocondrial. La elevada formacion de O2-—y ONOO" median el dafio del
material genético vascular y la inflamacién, acelerando el envejecimiento vascular
(Sack et al., 2017).

Otro mecanismo presente en el endotelio es la disminucién en la
biodisponibilidad de ON por un aumento en las ROS, lo que induce un estado
protrombotico asi como la iniciacion y progresion de la respuesta inflamatoria
(Berlin, etal., 2012; Li et al., 2014; Rooks et al., 2011). La progresion de la respuesta
inflamatoria puede estar mediada por el humo de tabaco, principalmente por la
promocién de mecanismos inflamatorios que son importantes en el desarrollo de la
aterosclerosis, siendo uno de ellos la sintesis de leucotrienos mediante la activacion
de la proteina activadora de la araquidonato 5 lipoxigenasa (ALOX5AP, por sus
siglas eninglés, Arachidonate 5-Lipoxygenase Activating Protein) (Yao et al., 2014).
Los leucotrienos también son mediadores inflamatorios derivados del &cido
araquiddnico. En particular el leucotrieno B4 es un quimioatrayente que promueve
la adhesion y diapédesis a través de la barrera endotelial, ademéas de que induce
la quimiotaxis y la proliferacion celular en arterias coronarias humanas (He et al.,
2014).

De acuerdo con el Departamento de Salud de Estados Unidos el riesgo de
ECV en personas fumadoras es similar en ambos géneros. Sin embargo, la
aparicion en los hombres ocurre a edad mas temprana (entre los 60-64 afos,
RR=3.9, 95%1C=3.2-4.8), mientras que en las mujeres el mayor riesgo se observa a
los 64-69 afos (RR=3.8, 95%IC= 2.3-6.3). Esta misma agencia ha reportado que los
fumadores de segunda mano tienen un incremento en el riesgo de sufrir un 1AM
entre un 20-30% (United States Department of Health and Human Services, 2014).
No obstante, los mecanismos a través de los cuales se llevan a cabo estos cambios
fenotipicos no estan del todo dilucidados, pero es posible que la formacion de
radicales libres, producidos por el habito de fumar, puedan favorecer la oxidacién
de LDL, piedra angular en el aumento del riesgo de AT (United States Department

of Health and Human Services, 2014).

Aunque ya se conoce que el ser fumador incrementa el riesgo de desarrollar
ECV, se sugiere que los factores de riesgo antes mencionados solo explican la

mitad de la variacion en la enfermedad cardiovascular, razon por la cual el factor
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genético debe ser considerado como la contraparte del desarrollo de la AT
(Hogstrém, 2017).

1.4 Factores genéticos

Los estudios realizados en gemelos mono y dicigéticos han soportado que,
aunque en las ECV la contribucion ambiental y el estilo de vida tienen una
participacion importante, los factores genéticos contribuyen entre un 30% a un 60%
(Hogstrém, 2017). En este sentido, una las formas mas sencillas y ampliamente
utilizadas para llevar a cabo asociaciones genotipo-fenotipo es mediante los
Estudios de Asociacion Genética mediante el estudio de las frecuencias de diversos
polimorfismos genéticos (Sachidanandam et al., 2001). Un polimorfismo se define
como variaciones comunes en el genoma, que estan presentes en al menos el uno
por ciento de la poblacién. Estas variaciones pueden ser de diferentes tipos (Attia
et al., 2009):

e Inserciones y deleciones (INDELSs, por sus siglas en inglés, Insertions and
Deletions), caracterizados por la presencia 0 ausencia de un segmento
especifico del genoma.

e Repetidas en tandem: son motivos repetidos de uno a siete nucleétidos
(microsatélites), o motivos de mayor longitud (minisatélites) que se repiten
de forma variable en cada individuo (decenas a cientos de veces).

e Polimorfismos de wun solo nucleétido (SNP, Single Nucleotide
Polymorphisms, por sus siglas en inglés), los cuales se refieren al cambio de

una base nitrogenada por otra.

Particularmente, los polimorfismos tipo SNP, son los mas comunes dentro
del genoma, ya que ocurre uno cada 300 pares de bases. Algunos de estos
cambios, pueden ser silentes y no producir ningun efecto en la funcionabilidad del
gen o de la proteina. Por el contrario, otros SNPs pueden modificar los procesos
genéticos de expresion, transcripcion y de corte y empalme, lo que es dependiente
de la zona en la que se localicen (regidon promotora, codificante, no codificante y
regiones no traducidas como la5’UTR y 3’"UTR) (Attia et al., 2009; Sachidanandam
et al., 2001). Este tipo de marcadores, también pueden actuar como una “bandera”

para la identificacion de posibles asociaciones con alguna enfermedad, en donde
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los verdaderos protagonistas co-segregan con algun SNP, es decir se encuentren
en desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés Linkage Disequilibrium)
(Sachidanandam et al., 2001).

Los estudios en genes candidato, asi como los de escaneo del genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés Genome Wide Association studies), han
reconocido al menos a 50 SNPs con altos niveles de significancia y una posible
asociacion con las ECV (Portilla et al., 2013). Algunos de estos polimorfismos han
ayudado a dilucidar los posibles mecanismos genéticos que subyacen tanto a la
aterosclerosis como a la AT (Tabla 1) (Hogstrém, 2017; Portilla et al., 2014). En el
afio 2007, los primeros GWAS publicados para enfermedad coronaria identificaron
un locus conformado por los polimorfismos rs1333040, rs2383207 y el rs10116277
ubicado en el cromosoma 9p21, el cual presenté una asociacion significativa con
esta enfermedad (p=1.80x10714) (Helgadottir et al., 2007). Sin embargo, la mayoria
de los alelos de riesgo fueron identificados en poblaciones europeas o
descendientes de las mismas, mientras que los estudios en poblaciones africanas,
asiaticas, latinas y nativas americanas son limitados, aunado al hecho de que
presentan diferentes distribuciones genéticas por lo que los hallazgos obtenidos en
poblaciones europeas no siempre son extrapolables, mostrando resultados
discrepantes entre las diversas poblaciones (Qi & Campos, 2011). Debido a lo
anterior, el consorcio STREGA (por sus siglas en inglés STrengthening the
REporting of Genetic Association studies) implementé como parte del control de
calidad de este tipo de estudios, conocer la distribucion de los alelos de los loci
estudiados en la poblacién en general mediante la adicion de un control genémico
(CG) (Little et al., 2009). Mediante los datos obtenidos del CG, es posible saber si
en realidad existe una contribucién de ciertos polimorfismos al desarrollo de una
enfermedad, o bien, silos alelos de los mismos estan representando la arquitectura
genética propia de la poblacion y por lo tanto reflejan sus caracteristicas ancestrales
y demograficas, mas no de relacion entre los genes y la enfermedad (Camacho-
Mejorado et al., 2015).

Aunque el estudio del componente genético en las ECV ha ido en aumento
a lo largo del tiempo, hasta ahora los polimorfismos que se han asociado con las
ECV y la oxidacion de lipidos son solo una minoria del gran compendio de

polimorfismos con los que se ha pretendido encontrar asociacion (Tabla 1).
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Consecuentemente, se requiere de la identificacion y participacion de un mayor
namero de polimorfismos con el fin de explicar los mecanismos que contribuyan a
dilucidar su participacioén en el desarrollo de la enfermedad (Hogstrom, 2017; Rui
et al., 2014). Asimismo, el hecho de que las ECVs tengan un origen multifactorial
y poligénico permite realizar estudios que consideren el aspecto genético en
conjunto con el aspecto ambiental (Abe et al., 2015). Esta es una razon por la cual
se ha tomado en cuenta la exposicion al humo de tabaco como un factor de riesgo
que en conjunto con el aspecto genético contribuyen al desarrollo de AT.

Si bien el estudio de genes de manera individual ha permitido esclarecer su
participacion en el desarrollo de distintas enfermedades, esto no aplica para las
enfermedades complejas (Sheweita et al., 2011). Hoy en dia es més enriquecedor
realizar estudios que incluyan diferentes grupos de genes que puedan explicar
ciertas caracteristicas fenotipicas de una enfermedad compleja (Rui et al., 2014).
Debido al caréacter poligénico de las ECV, se requiere de la realizacion de estudios
que incluyan un amplio compendio de genes, ya sea que estos se encuentren
involucrados en un mecanismo fundamental para el desarrollo de la enfermedad o
bien, que permitan explorar a la enfermedad desde diferentes enfoques fenotipicos
(Sheweita et al., 2011). Aunado a esto, las combinaciones alélicas que se pueden
dar entre los diferentes polimorfismos de estudio permiten “retratar” mejor las
caracteristicas poligénicas de la enfermedad (Brookes, 1999; Rui et al., 2014).
Estos estudios permiten sentar las bases para un mejor entendimiento de los
mecanismos de la enfermedad, ya que un solo gen dificilmente podria explicar las
caracteristicas tan complejas que subyacen a la AT, siendo esta una de las razones
por la cual la realizacién de los EAG con multiples genes en conjunto con un factor
de riesgo ambiental en diferentes poblaciones es de suma importancia (Man et al.,
2010).

Aungue en nuestro grupo de investigacion hemos identificado variaciones
alélicas en diferentes genes relacionadas significativamente con el desarrollo de
ECV (Camacho-Mejorado et al., 2015; Lopez-Salazar et al., 2017; Meraz-rios et al.,
2014), poco hemos estudiado sobre la piedra angular que conlleva al desarrollo de

la AT: la oxidacion de lipidos, lo que nos lleva a la realizacién del presente proyecto.
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Tabla 1: Polimorfismo s asociados a la oxidacion de lipidos

Gen/SNP Localizacién N Poblacién  Genotipo/ alelo Medida de asociacién OR (IC Enfermedad Referencia
(Cromosoma) de riesgo 95%) Cardiovascular

SOD 6 164 Ca Tunecina Ala vs Val/Val 1.89 Enfermedad Arterial  (Souiden et al.,
rs4880 203 Co (1.18-3.42) Coronaria 2016)
Alal6Val p=0.03
APOA5 11 88 Ca ChinosHan G 0.78 (0,76-0.59) p=0,04 Infarto isquémico (Lakbakbi et al.,

503 Co Hipertrigliceridemia 2015)
rs662799
LOX-1 12 526 Ca ChinosHan T 1.39 Infarto cerebral (Guo et al.,
rs1050283 640 Co (1.15-1.66) 2017)

p=0.001
13 1370 Ca Libanesa A 1.53 Enfermedad Arterial (Merhi et al,
ALOX5AP 589 Co (1.09-2.1) Coronaria 2015)
rs4769874 p=0.01
P22Phox 16 143 Ca Irani CT 1.84 (1.13-3.0) Enfermedad Arterial (Mazaheri, et
rs4673 159 Co p=0.014 coronaria al., 2017)
Sustitucidn de una histidina
por una tirosina
TOMMA40 19 4986 Australiana  Cluster Incremento en los niveles de Dislipidemias, promocion (Middelberg et
Rs2075650 familias conformado por LDL, TG, y disminucién de los de un estado al., 2011)
TOMM40/APOE- niveles de HDL proinflamatorio
C1-C2-C4
701 Ca Caucasica G (-0.37mg/l (0.56-0.18mg/l) Disminucion en los niveles  (Christiansen et

p<0.05

de CRP

al., 2017)

SOD: superoxido oxidasa; APOA4: apolipopoteina 4; APOAS: apolipoproteina 5; LOX-1: receptor tipo lectina de lipoproteinas de baja densidad oxidadas;
ALOX5AP: proteina activadora de araquidonato 5 lipoxigenasa; NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; TOMMA40: translocasa de membrana

externa mitocondrial; A: adenina; C: citocina; G: guanina; T: timina. A: alanina; V: valina; H: histidina; Y: tirosina.

19



2. Justificacién

La aterotrombosis es una enfermedad compleja, responsable de la mayoria de las
enfermedades cardiovasculares. Esta condicion multifactorial y poligénica, es
subsecuente a la ruptura de la placa aterosclerotica, promoviendo la generacion de
trombos, asi como el estrechamiento de las arterias. Las ECVs son las principales
causas de muerte a nivel mundial, representando en nuestro pais cerca del 77% de
las muertes anuales. Al tener un origen multifactorial, tanto los factores ambientales
como genéticos participan en el desarrollo de la AT. Por lo que el tabaquismo, asi
como diversos polimorfismos genéticos pueden contribuir en la oxidacion de lipidos;
un proceso clave para el desarrollo de la PA. Aunque el estudio del componente
genético y el desarrollo de las ECV es amplio, muchas veces los resultados son
discrepantes, razén por la cual los resultados obtenidos en otras poblaciones no
pueden extrapolarse a poblaciones con una arquitectura genética compleja como
lo es la mestiza mexicana. Es por esto que la identificacion de diferentes
polimorfismos que estén relacionados en este proceso de oxidacion de lipidos
aunado al factor ambiental como lo es el tabaquismo, permitiria conocer si en estos

factores confieren un mayor riesgo para el desarrollo de la AT en nuestra poblacion.

3. Hipotesis

La contribucién de alelos y genotipos de riesgo en loci relacionados con la oxidacion
de lipidos, asi como el consumo de cigarro, se asocian con la presencia de

aterotrombosis en la poblacion mestiza mexicana.

4.0bjetivos
4.1 Objetivo general

Determinar la asociacion entre el habito de fumar y algunos polimorfismos
genéticos involucrados en la oxidacion de lipidos con la presencia de

aterotrombosis en la poblacién mestiza mexicana del centro del pais.

20



4.2 Objetivos particulares

e Determinar la asociacion entre la historia de tabaquismo y la presencia de
aterotrombosis.

e Determinar las frecuencias de distribucion alélicas y genotipicas en una
muestra de sujetos con y sin aterotrombosis, asi como un control genémico
de los polimorfismos, SOD-rs4880, APOA4-rs5104, APOA5- rs662799, LOX-
1-rs1050283, ALOX5AP-rs4769874, y P22phox- rs4673, TOMMA40-
rs2075650.

e Determinar la asociacién entre los polimorfismos genéticos asociados a la
oxidacion de lipidos y la presencia de aterotrombosis.

e Evaluar la posible interaccion entre los polimorfismos genéticos asociados a
la oxidacion de lipidos y la historia de tabaquismo sobre la presencia de

aterotrombosis.
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5. Método
5.1 Disefno del estudio

El presente estudio es un estudio transversal analizado como casos y controles. La
informacion utilizada fue recolectada en los afios 2014 y 2015 como parte del
estudio original que llevd por nombre “Asociacion de genes mediadores de la
inflamacion y de estrés oxidante con aterotrombosis en poblacion mestiza
mexicana”. Este estudio estuvo conformado por hombres y mujeres con una edad
minima de 11 afios y una edad maxima de 89 afios pertenecientes a la etnia mestiza
mexicana, que acudieron a la Unidad de Investigacibn Médica en Trombosis,
Hemostasia y Aterogénesis del Instituto Mexicano del Seguro Social para un
estudio de trombofilia.

5.1.1 Definicion de los grupos de estudio

La muestra estuvo integrada por 708 individuos (hombres y mujeres)
Mestizos Mexicanos no relacionados entre si. Estos individuos se dividieron en tres
diferentes grupos que se describen en seguida. El tamafio de la muestra se
determind utilizando una calculadora online para obtener el tamafio de muestra

(http://med.unne.edu.ar/biblioteca/calculos/calculadora.htm). Los criterios

considerados fueron: un porcentaje de error del 5% y un nivel de confianza del 95%.

El grupo de casos (con presencia de la enfermedad) estuvo integrado por
204 individuos (102 hombres y 102 mujeres) los cuales fueron clasificados en este
grupo de acuerdo con sus antecedentes patolégicos de infarto agudo de miocardio
(52%) diagnosticado mediante ecocardiograma, electrocardiograma, enzimas en
suero y/o intervencién coronaria; o infarto cerebral (48%) diagnosticado por

tomografia axial computarizada o métodos de resonancia magnética.

El grupo de controles estuvo conformado por 204 individuos (sin presencia
de la enfermedad) de los que se contaba con historia clinica con ausencia de las
enfermedades definitorias de AT, pero que también acudieron al estudio de
trombofilia. Cada control fue seleccionado de acuerdo a un caso del mismo género
y edad.
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Debido a que la poblacibn mexicana se encuentra sub-estructurada, con la
finalidad de evitar asociaciones espurias, se incluyoé un control genémico, el cual
estuvo integrado por 300 individuos (150 hombres y 150 mujeres) que acudieron al
laboratorio BIMODI (Biologia Molecular Diagnéstica), de la Ciudad de Querétaro,
Qro. México, para la determinacion de parentesco mediante huella digital de DNA.
Estos individuos fueron aleatoriamente seleccionados de un estudio que incluyo a
1,640 Mestizos Mexicanos, no relacionados entre si, provenientes del Valle Central
de México (Guanajuato, Querétaro, Puebla y Ciudad de México) con al menos tres
generaciones de ancestros nacidos en el pais, apellidos derivados del espafiol y

gue se reconocieran asi mismos como mestizos.

Criterios de inclusion. Para el grupo de casos fueron que los individuos
hubieran sufrido infarto agudo de miocardio y/o infarto cerebral antes de los 45
afios. También se considerd que el individuo no estuviera bajo tratamiento con
medicamentos hipoglicemiantes, anticoagulantes o estatinas. Los criterios para el
grupo de controles fueron que se contara con historia clinica sin diagnéstico de
infarto agudo al miocardio o infarto cerebral. Para estos dos grupos se conté con
toda la informacién relacionada a los factores de riesgo clasicos para AT como
diabetes mellitus tipo 2, hipercolesterolemia, hipertension arterial sistémica, indice
de masa corporal, uso de hormonas y antecedentes heredofamiliares de ECV's.
Esta informacion se obtuvo de las historias clinicas de los individuos. Para los tres
grupos de estudio, un criterio de inclusion fue que los individuos pertenecieran a la
etnia mestiza mexicana la que fue definida por apellidos derivados del espafiol con
al menos tres generaciones de ancestros nacidos en México y que no estuvieran

relacionados entre si.

Criterios de eliminacion. Muestras en las que no se pudo llevar a cabo el

100% de los analisis moleculares requeridos para esta investigacion.

5.1.2 Entrevista realizada a los participantes del estudio

Mediante la aplicacién de un cuestionario estructurado se obtuvieron los
datos acerca del consumo de cigarro, consumo de alcohol, la dieta, el consumo de
drogas estimulantes o depresivas, la edad, el género, el lugar de procedencia
(padres y abuelos), la actividad fisica, la ocupacion y el nivel socioeconémico.

También se preguntd acerca de los antecedentes personales de enfermedades
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cronicas, asi como los antecedentes familiares de AT y en el caso de las mujeres

si consumian hormonas.

5.1.3 Descripcion de las variables

e Independientes: polimorfismos genéticos y el habito de fumar.
e Dependientes: Aterotrombosis, que se manifest6 como infarto agudo al
miocardio y/o infarto cerebral.
Variables confusoras: Diabetes tipo 2, hipercolesterolemia, indice de masa
corporal (IMC), hipertension, género, edad, actividad fisica, dieta, historia
familiar de enfermedad cardiovascular, consumo de drogas y alcohol, y

consumo de anticonceptivos orales u hormonales.

Variables de control: Todas aquéllas relacionadas con los controles de
calidad de la técnica bajo los protocolos estandarizados y sugeridos por la

casa comercial.

5.1.4 Descripcion operacional de las variables

Los polimorfismos genéticos son un cambio en la secuencia del genoma,
los cuales se presentan en al menos el 1% de la poblacion. Particularmente los
polimorfismos de un solo nucleétido, conocidos como tipo SNP, son el cambio
de una base nitrogenada por otra, cuyos efectos pueden verse reflejados, en la
sintesis de un aminoéacido o en la funcién de una proteina (Attia et al., 2009). Estos
polimorfismos fueron evaluados en una escala cuantitativa nominal por el tipo de

cambio alélico.

Infarto agudo de miocardio. Su causa principal es la necrosis de las células
del miocardio como consecuencia de una isquemia prolongada producida por la
reduccion subita de la irrigacién sanguinea coronaria, que compromete una o mas
zonas del miocardio. Es una entidad clinica caracterizada por un cuadro clinico
especifico 'y confirmado mediante estudio de enzimas cardiacas,
electrocardiografia, angiografia (Sociedad Espafola de Cardiologia, 2010). Se

evallo mediante escala cualitativa nominal: si, no.

Infarto cerebral o accidente cerebrovascular. Su causa principal es la falta

de irrigacion de sangre a cualquier parte del cerebro, lo cual provoca isquemiay en
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altima instancia infarto. El diagndéstico exige la realizacion de un duplex/Doppler y/o
estudio angiografico para detectar lesiones en la pared arterial (estenosis y
oclusion), particularmente en los vasos grandes (Texas Heart Institute, 2016). Se

evalllo mediante escala cualitativa nominal: si, no.

Tabaquismo. Es definido como una enfermedad adictiva cronica que
evoluciona con recaidas. Se define como fumador a la persona que ha fumado por
lo menos un cigarrillo en los ultimos seis meses. Los fumadores pueden clasificarse
como: fumador diario, fumador ocasional, fumador pasivo, ex fumador y no fumador
(OPS & OMS, 2015).

En el presente estudio la informacion de consumo de tabaco se obtuvo
mediante la aplicacion de un cuestionario el cual partia de la pregunta ¢Usted
fuma? y por medio de las preguntas subsecuentes se obtuvieron los datos de la
duracion, el numero de cigarrillos que la persona fumaba por dia, asi como si era
fumador actual o exfumador. Una vez que se obtuvieron estos datos para realizar

el andlisis del consumo de cigarro, se clasificé a los individuos en tres categorias:

¢ Nunca fumador: aquellos individuos que durante la entrevista refirieron no
haber fumado en ningin momento de la vida.

e Fumador actual: aquellos individuos que el dia de la aplicacion del
cuestionario eran fumadores.

o Exfumador: aquellos individuos que fueron fumadores, pero al momento de

la entrevista ya no fumaban.

Asimismo, se evaluo la intensidad del consumo mediante el indice tabaquico el cual

se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

[Nimero de cigarrillos fumados al dia] X [Afos durante los cuales se ha fumado]
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Una vez que se conocio este valor, los individuos se clasificaron de la siguiente
manera:

e Nunca: aquellos individuos que durante la entrevista refirieron no haber
fumado en algin momento de la vida.

e Menos de dos paquetes por afio: aquellos individuos que al momento de la

entrevista refirieron consumir o haber consumido menos de dos paquetes de
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cigarros o dos paquetes por afo, es decir, entre 0.1 cigarrillos hasta 40
cigarrillos.

e Mas de dos paquetes por afio: aquellos individuos que al momento de la
entrevista refirieron consumir o haber consumido mas de dos paquetes de

cigarros por afo, es decir, una cantidad mayor de 40 cigarrillos.

El consumo de alcohol se evalu6 partiendo de la pregunta ¢ Usted ingiere o
ingiri6 de manera habitual algun tipo de bebida alcohdlica? La informacion obtenida
con las preguntas subsecuentes nos permiti6 conocer los gramos de alcohol
consumidos por semana. Una vez que se obtuvieron estos datos se clasificaron en

las siguientes categorias:

¢ No toma: aquellos individuos que en el momento de la entrevista refirieron
no haber tomado alcohol a lo largo de su vida.

e Consumo menor a 200gr/semana: aquellos individuos cuyo consumo de
alcohol fue menor a 200gr/semana.

e Consumo mayor a 200gr/semana: aquellos individuos que consumieron mas

de esta cantidad.

El consumo de drogas fue evaluado mediante un cuestionario de adicciones
y drogas ilegales. Mientras que para evaluar la dieta de la persona se aplicé un
cuestionario de 24 horas con el menu representativo del dia anterior. Para el calculo
de las kcal consumidas se utilizd6 una hoja de calculo de Excel que contenia los
alimentos presentes en el Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes tercera
edicion. En el caso de la actividad fisica, se aplico el cuestionario Mundial sobre
actividad fisica de la OMS. El célculo del gasto energético por actividad fisica se

calculé con la unidad metabdlica llamada MET.

La informacion de los factores de riesgo clasicos para AT se obtuvo de las
historias clinicas de los individuos. El diagnostico de estos factores de riesgo se
realizé con los siguientes criterios:

e Diabetes mellitus tipo 2: HbAlc >6.5% o glucosa sérica >126 mg/dl.

e Hipercolesterolemia: colesterol >200 mg/dl o LDL >135 mg/dl o HDL <45
mg/dl.

e Hipertension arterial sistémica: presion sistolica >140 mm Hg o presion

diastélica >90 mm Hg.

26



e indice de masa corporal: <18.5 Kg/m2 bajo peso; 18.5-24.9 Kg/mZ peso

normal; 25.0-29.9 Kg/m?: sobrepeso y >30 Kg/m?: obesidad.

5.2 Estrategia experimental
5.2.1 Analisis molecular

5.2.1.1 Procedimiento.

Extraccion del material genético. El material genético fue obtenido a partir
de 10mL de sangre periférica, centrifugados a 6,000 g por 15 min para obtener el
paquete leucocitario. El aislamiento del material genético se llevo a cabo mediante
métodos salinos empleando un kit comercial (Jena Biosciences, Jena, Thiringen,
Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. Este material fue cuantificado
a las densidades Opticas de 260 y 280nm, asi como mediante la relacion 260/280
para la determinacion de la pureza, empleando un equipo Thermo Scientific
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos). La integridad del DNA se evalué mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0.8%, empleando un intercalante fluorescente (MIDORIC™" Advance
DNA Stain, Nippon Genetics, Japon) para ser visualizado mediante un
transiluminador ultravioleta a 312 nm (Spectroline ® modelo TM-312, Spectroline
Estados Unidos).

Técnica: Analisis molecular por gPCR
Se analizaron siete marcadores tipo SNP (Tabla 2), con el método de discriminacion
alélica mediante el uso de sondas Tagman siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, Estados Unidos), utilizando un
termociclador de tiempo real C1000 Touch (Bio-Rad, Richmond, CA, Estados
Unidos).
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Tabla 2. Caracteristicas generales de los marcadores tipo SNP analizados

Gen Marcador Localizacion Cambio de Region MAF
en el base
genoma

SOD rs4880 Cromosoma 6 A> G 5UTR 0.41

APOA4 rs5104 Cromosoma C>T Intrén 0.24
11

APOA5 rs662799 Cromosoma G>A Intrén 0.16
11

LOX-1  rs1050283 Cromosoma A>G 3'UTR 0.32
12

ALOX5AP rs4769874 Cromosoma G>A Intrén 0.07
13

NADPH rs4673 Cromosoma A>G Missense 0.34

(p22phox) 16 mutation

TOMM 40 rs2075650 Cromosoma A>G Intrén 0.12
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SOD: superoxido oxidasa; APOA4: apolipoproteina 4; APOAS: apolipoproteina 5; LOX-1: receptor
tipo lectina de lipoproteinas de baja densidad oxidadas; ALOX5AP: proteina activadora de
araquidonato 5 lipoxigenasa; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; TOMMA4O0:
translocasa de membrana externa mitocondrial; A: adenina; C: citocina; G: guanina; T: timina. A:
alanina; V: valina; H: histidina; Y: tirosina. MAF: frecuencia del alelo menor. Los alelos en negritas
representan el alelo de riesgo para cada polimorfismo.

Principio de la técnica

El ensayo TagMan utiliza sondas complementarias al sitio polimérfico de
interés, las sondas estan marcadas con fluorocromos en el extremo 5” (VIC o0 FAM),
qgue al estar unidos a un cebador en el extremo 3" generan un fendmeno de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, por sus siglas en
inglés Fluorescence Resonance Energy transfer), lo que impide la emisién de
fluorescencia. La Técnica de TagMan se basa en la actividad de la 5" exonucleasa
de la Taq polimerasa para escindir las sondas hibridadas a la secuencia diana
(Tamay de Dios, et a.,2013).

La genotipificacion de las muestras se realiz6 de acuerdo con las
condiciones descritas en las tablas 3 y 4. Primeramente se preparo la solucién de
la reaccion para la amplificacion de la gPCR (Tabla 3). Posteriormente en una placa
de 96 pozos se repartieron 3 uL de la solucion inicial para posteriormente agregar

los 3 uL de DNA correspondiente a cada individuo en cada pozo.
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Control de calidad: la genotipificacion se llevo a cabo por duplicado,
colocando un control negativo para determinar si hubo contaminacion, asi como

muestras de genotipos conocidos.

Tabla 3. Condiciones de reaccion para la realizacion de gPCR por sondas

TagMan ®
Reactivos Concentracion de los Volumen de reaccioén
reactivos por muestra
Master Mix 2X 2.5 uL
Sonda TagMan 20x 0.25 uL
Agua - 0.25 puL
DNA 7-10 ng/uL 3 ng/uL
Volumen final 6 uL

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para la genotipificacion de los
polimorfismos estudiados

Condiciones Temp

SNP PCR oC Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién 95 10 min 50
SOD2-rs4880 Alineamiento 95 20 seg
Extension 60 2 min
Desnaturalizacion 95 10 min
Aﬁcp)gé4rgs65612(;g9 Alineamiento 95 15 seg 50
Extensién 60 1:30 min
LOX-1 Desnaturalizacién 95 10 min
rs1050283 Alineamiento 95 15 se 50
ALOX5AP- Extension o 5 ming
rs4769874
Desnaturalizacion 95 10 min 55
P22phox-rs4673 Alineamiento 95 15 seg
Extension 60 2 min
Desnaturalizacion 95 10 min
rgcz)(';/y\s/lggG Alineamiento 95 15 seg 50
Extension 62 1:30 min

SOD: superoxido oxidasa; APOA4: apolipoproteina 4; APOAS: apolipoproteina 5; LOX-1.:

receptor tipo lectina de lipoproteinas de baja densidad oxidadas; ALOX5AP: proteina

activadora de araquidonato 5 lipoxigenasa; NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido

fosfato; TOMMA4O0: translocasa de membrana externa mitocondrial
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5.3 Andlisis de datos

5.3.1 Andlisis genético: pardmetros genéticos poblacionales

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como el LD entre los diferentes loci
fueron estimadas utilizando los programas Powerstats v.12, GenAlex v6.502
(Peakall & Smouse, 2012), Arlequin v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), y Haploview
(Barret et al., 2005). Para el andlisis de estructuracion genética se utilizo el software
Structure v.2.3.4 (Pritchard, Wen, & Falush, 2010) empleando 10,000 simulaciones
de burnin y 100,000 repeticiones de la cadena de Marcov para el after burnin. El
equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg se obtuvo mediante el
estadistico de F de Weir & Cockerham con el programa Genétix v4.05.2 (Belkhir, et
al., 2004). Se consider6 que la poblacién se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg cuando la p de significancia fue menor a 0.007, de acuerdo con la prueba
posthoc de Bonferroni. Los analisis de escalamiento multidimensional (MDS, por
sus siglas en inglés, Multidimensional Scaling), se realizaron determinando la
distancia genética y graficandola mediante los programas GenAlex v6.502 y SPSS
v.23, respectivamente.

5.3.2 Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias de frecuencia (alelos y genotipos) entre los
grupos estudiados se construyé una tabla de contingencia de 2x2 para cada
variante genética. El analisis de los datos categoricos se llevd a cabo mediante la
prueba de chi2 (x2) y para datos continuos la prueba de T- de student.

La estimacion de la asociacién de los factores de riesgo clasicos con la
presencia de AT se realizd mediante modelos de regresion logistica ajustados por
indice tabaquico. Para la evaluacion del consumo de cigarro se realizaron modelos
de regresién logistica ajustados por edad, género, hipercolesterolemia,
hipertension arterial, consumo de alcohol, la actividad fisica, la ingesta caldrica, la
ingesta de colesterol y el indice de masa corporal. La categoria de referencia fue el
grupo de los no fumadores. También se realizé un analisis de regresion logistica

estratificado por sexo
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Para evaluar la asociacion entre el indice tabaquico y la presencia del evento
aterotrombotico de acuerdo al antecedente familiar de ECV, se realiz6 un modelo
de regresion logistica ajustado por edad, género, consumo de alcohol, actividad
fisica, ingesta calorica, ingesta de colesterol, indice de masa corporal e hipertensién

arterial. En ambos andlisis se incluyo el valor de la p de tendencia.

Para el analisis de asociacion con los polimorfismos genéticos, se realizaron
regresiones logisticas en las que se consideraron modelos de herencia
codominante, dominante y recesivo. En el caso de modelo codominante se
consider6 al genotipo GG como categoria de referencia. Este mismo genotipo fue
considerado como de referencia para el modelo dominante conformado por los
genotipos AG+AA. Por otra parte para el modelo recesivo fueron los genotipos
GG+AG los que se utilizaron como referencia. Estos tres modelos fueron ajustados
por las variables de edad, género, antecedentes familiares de ECV e indice
tabaquico. También se calculd la p de tendencia y el indice tabaquico ajustado por
el modelo de herencia recesivo. El software utilizado para dichos analisis
estadisticos fue STATA version 12.0 (Stata Corp, College Station, TX, Estados
Unidos).

5.3.3 Comparaciones con otras poblaciones
Con la intencién de comparar las frecuencias genéticas obtenidas con otras

poblaciones, se recolecté informacién genotipica del catdlogo de variantes
genéticas de los 1,000 genomas (http://www.internationalgenome.org, Tabla 5).
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Tabla 5. Comparaciéon con otras poblaciones del mundo

Poblacion N
AMR 347
CLM 94
PER 85
PUR 104
MXL 64
AFR 661
EAS 504
EUR 503

Fuente:http://phase3browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Search/Results?site=ensembl&q=2
075650. AMR: americanos; CLM; colombianos residentes de Medellin; PER: peruanos residentes
de Lima; PUR: puertorriquefios residentes de Puerto Rico; MXL: mexicanos residentes de los
Angeles; AFR: africanos; EAS: asiaticos del este; EUR: europeos. poner aqui el significado de las
siglas y en la tabla solo dejar las siglas.

5.4 Consideraciones éticas

Cada individuo perteneciente al estudio firmo6 una carta de consentimiento
informado avalado por el comité de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS R-2015-3609-20), asi como por el comité de ética del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV, IPN), ambos en la
Ciudad de México.
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6. Resultados

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas generales de la poblacion de
estudio. Debido que se considerd que los participantes tuvieran edades similares,
no se observaron diferencias significativas entre la proporcion de mujeres y
hombres, ni tampoco en el promedio de la edad (47.5 + 14.5 vs 48 + 16.6 afios)
entre los sujetos cony sin AT. La actividad fisica (MET-min/sem), la ingesta cal6rica
(kcal/dia), la ingesta de colesterol (mg/d), el consumo de hormonas en el caso de
las mujeres, el IMC (kg/m? y el antecedente personal de diabetes no mostraron
diferencias estadisticas entre los grupos de estudio (p>0.05). Al evaluar el habito
tabaquico se encontro que las condiciones de fumador (no fumador, fumador actual
y exfumador) fueron estadisticamente diferentes entre los grupos de estudio. De
manera contraria, al evaluar la intensidad del consumo mediante el indice
tabaquico, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo con y sin aterotrombosis. Por lo que respecta al consumo de alcohol, dividido
para su analisis en tres diferentes puntos de corte, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, ademas de que la media de consumo fue mayor en
los individuos con evento aterotrombadtico (p=0.01). En cuanto a los antecedentes
personales de enfermedades cronicas, la hipertensién y la hipercolesterolemia, asi
como los antecedentes familiares de ECV mostraron ser estadisticamente

diferentes entre los grupos de estudio.

En la tabla 7 se muestra la asociacion entre las variables seleccionadas y la
presencia de AT en toda la poblacion y de acuerdo a hombres y mujeres. Los
exfumadores (RM =2.69, IC g5%= 1.59-4.56) y aquellos sujetos que a lo largo de la
vida consumieron un mayor numero de cigarrillos (RM =2.64, ICos%= 1.46-4.77; p
de tendencia<0.01) presentaron casi 3 veces mas posibilidades de tener un evento
aterotrombdtico y esta asociacion fue principalmente entre los hombres y no en las
mujeres. Situacion similar ocurrié con el antecedente de hipercolesterolemia, donde
en los hombres se asocid con casi 10 veces mas posibilidades de AT. En contraste,
el antecedente familiar de ECV, se asocidé con mas posibilidad de AT tanto en
hombres (RM =4.49, IC gs%= 2.02-9.97) como en mujeres (RM =3.49, IC g5%= 1.81-
6.73).
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Al evaluar la asociacion entre habito tabaquico y AT de acuerdo a la
presencia 0 no de los antecedentes heredofamiliares de ECV (Tabla 8),
observamos que la asociacion se mantiene solo entre los sujetos sin antecedente
familiar de ECV. En estos sujetos un mayor consumo de paquetes de cigarrillos/afio
se asocidé con un incremento de 4 veces mas posibilidades de tener un evento AT

(p de tendencia <0.01).
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Tabla 6. Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Caracteristica Evento Aterotrombético? *Valor de p
Si No
n =204 n =204
Edad (afos)
Media £ DE 475+ 14.5 48 £16.6 0.76
Sexo (%)
Mujeres vs. Hombres 50 50 1.0
Habito tabaquico (%)
Condicion de fumador
Nunca fumador (%) 92 (45) 120 (59) <0.01
Fumador actual (%) 19 (9) 30 (15)
Exfumador (%) 93 (46) 54 (26)
indice tabaquico (pag/afio)**
Media + DE 10.5 + 15.07 7.82+13.2 0.10
Consumo de Alcohol (%)
No toma alcohol 92 (45) 80 (39.22) 0.01
<20 g/ sem 38 (18.63) 64 (31.37)
>20 g/ sem 74 (36.27) 60 (29.41)
Media + DE (g/sem)*** 54.92+11.34 30.68 + 4.34 0.01
Actividad Fisica (MET-min/sem)
Mediana (P2s- P7s) 960 (300-2160) 960 (0-3360) 0.70
Ingesta caldrica (Kcal/d)
Mediana P2s- P7s 1722.3 (1438- 1615.5 (1404- 0.07
2064.87) 1933)
Ingesta de Colesterol total (mg/d)
Media + DE 244.33 £ 14.48 256.56 £+ 13.15 0.53
indice de Masa Corporal 26.6 £ 0.31 27.15+£0.35 0.22
Media + DE
Antc. Personales de
enfermedades Cronicas (% Si)
Hipertension 57 (27.9) 36 (17) 0.01
Hipercolesterolemia 41 (20) 13 (6.4) <0.01
Diabetes 27 (13.2) 21 (10.3) 0.36
Antecedentes familiares de ECV 112 (54.9) 56 (27.4) <0.01
(% Si)

*  t-test, chi-2, o U-Mann Whitney.

**: S6lo fumadores

**:Solo entre consumidores de alcohol
ECV: Enfermedad Cardiovascular
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Tabla 7. Caracteristicas asociadas con Aterotrombosis en la poblacion de estudio y de acuerdo al sexo

Hombres Mujeres
Caracteristicas Todos Eveqtq Ever]tc_)
trombdtico RM? IC95% trombotico RM? 1C95%
RM?! IC 95% Si No Si No

Condicion de fumador

Nunca fumador 1.0 - 34 52 1.0 - 58 68 1.0 -

Fumador actual 0.92 0.43-1.97 11 22 0.69 0.21-2.19 8 8 1.47 0.44-5.94

Exfumador 2.69 1.59-4.56 57 28 4.00 1.66-9.66 36 26 1.77 0.86-3.68
indice tabaquico

Nunca 1.0 - 34 52 1.0 - 60 69 1.0 -

< 2 paquetes/ano 1.43 0.78-2.62 24 27 1.87 0.74-4.76 16 15 1.24 0.50-3.06

= 2 paquetes/ano 2.64 1.46-4.77 44 23 3.17 1.19-8.49 26 18 1.99 0.87-4.58

Valor de p de tendencia <0.01 0.02 0.11

Hipercolesterolemia 2

Sivs No 291 1.42-5.99 22 2 9.85 1.94-50-02 19 11 1.91 0.77-4.72
Hipertension arterial ?

Sivs No 1.41 0.78-2.56 33 11 2.86 1.06-7.68 24 25 0.73 0.32-1.64
Antecedentes familiares
de ECV?

Sivs. No 3.15 1.97-5.02 49 21 449 2.02-9.97 63 35 3.49 1.81-6.73

1 modelo ajustado por edad, género, por las variables incluidas en la tabla, ademéas de consumo de alcohol, actividad fisica, ingesta cal6rica, ingesta de
colesterol, e indice de masa corporal.

2 modelo ajustado por indice tabaquico

Los valores en negrillas corresponden a aquellos que fueron estadisticamente significativas con un valor de p<0.05.

ECV: Enfermedad Cardiovascular
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Tabla 8. Asociacion entre indice tabaquico y la presencia de evento aterotrombético, de acuerdo al antecedente familiar

de enfermedad cardiovascular

Antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular

Si No
Caracteristicas Evento Evento
aterotrombético RM! I1C95 % aterotrombético RM!? IC95 %
Si No Si No

indice tabaquico

Nunca 54 29 1.0 - 40 92 1.0 -

< 2 Paquetes/aiio 19 12 0.71 0.26-1.93 21 30 2.43 1.06-5.56

2 2 paquetes/afo 39 15 1.41 0.56-3.52 31 26 442 1.92-10.16
p de prueba de 0.48 <0.01

tendencia
Imodelo ajustado por: edad, género, consumo de alcohol, actividad fisica, ingesta calérica, ingesta de colesterol, indice de Masa Corporal, hipertension arterial,
diabetes e hipercolesterolemia.
Los valores en negrillas corresponden a aquellos que fueron estadisticamente significativas con un valor de p<0.05.
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Asociacion entre las caracteristicas genéticas y el desarrollo de la AT.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de cada grupo se resumen en la Tabla
9. De manera general, los marcadores evaluados muestran frecuencias alélicas y
genotipicas similares entre los grupos de estudio. Sin embargo, de los siete
polimorfismos evaluados, APOA4 y P22-Phox mostraron un importante exceso de
individuos homocigotos en el grupo de casos. Interesantemente, P22Phox-rs4673
mostré una mayor frecuencia del genotipo AA en este grupo, siendo inclusive mayor
a la encontrada en el CG. Respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, P22Phox-
rs4673 fue el Gnico marcador que se encontré en desequilibrio mostrando un

exceso de individuos homocigotos en el grupo de casos (Fis= 0.13, p=0.04).

Una vez que se conocieron estas frecuencias, se buscé alguna posible
asociacion entre los polimorfismos y el desarrollo de AT. Este analisis de asociacion
mostro que los portadores del genotipo AA en el marcador rs4673 en el gen de P22-
phox tienen mas posibilidades de tener AT en comparacion con los portadores del
genotipo GG, y esto es independientemente de la edad, el género, consumo de
tabaco y antecedentes familiares de ECV (RM=2.25, 95% IC =0.86-5.90, p=0.08);
esta asociacion resultd marginal. Al realizar el modelo de asociacion recesivo
(GG+AG vs AA), la probabilidad encontrada fue de 2.56 veces mas, mostrando
nuevamente una asociaciéon marginal (p=0.05) (Tabla 10), sugiriendo una posible
contribucion de este loci en el desarrollo de la enfermedad. Asi mismo, en esta
misma tabla se puede observar que el incremento en las posibilidades de tener este
tipo de evento vascular asociado al consumo de tabaco se mantiene significativo,

independientemente del polimorfismo.
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Tabla 9. Frecuencias genéticas y estadistica descriptiva

Poblaciones/SNPs  Frecuencias Frecuencias genotipicas Ho He Fis HWE
alélicas (p)
SOD2-rs4880 A G AA AG GG
Casos 0.35 0.65 0.12 (25) 0.45(92) 0.43(87) 0.45 0.45 0.008 0.51
Controles 0.40 0.60 0.17 (35) 0.45(92) 0.38(77) 0.45 0.48 0.06 0.24
Control genémico 0.37 0.6 0.16 (49) 0.41(124) 0.42((127) 041 047 0.12 0.03
APOA4-rs5104 T C TT TC CcC
Casos 0.79 0.21 0.65(133) 0.29(59) 0.06 (12) 0.29 0.32 0.10 0.11
Controles 0.79 0.21 0.63(129) 0.32(65) 0.05(10) 0.32 0.33 0.04 0.37
Control genémico 0.77 0.23 0.59(234) 0.37(148) 0.05(18) 0.37 0.35 -0.04 0.85
APOA5-662799 A G AA AG GG
Casos 0.84 0.16 0.71(145) 0.26 (53) 0.03 (6) 0.27 0.27 0.03 0.43
Controles 0.83 0.17 0.69 (141) 0.27 (55) 0.04 (8) 0.27 0.29 0.06 0.24
Control genémico 0.81 0.19 0.66(264) 0.29(116) 0.05(20) 0.28 0.31 0.09 0.05
LOX-1-rs1050283 A G AA AG GG
Casos 0.50 0.50 0.24 (50) 0.50(102) 0.25(52) 0.50 0.50 0.002 0.54
Controles 0.49 0.51 0.25(51) 0.47 (97) 0.27 (56) 0.47 0.50 0.05 0.28
Control genémico 0.51 0.48 0.27(82) 0.48(145) 0.24(73) 0.48 0.50 0.03 0.32

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; Fis: indice de homocigosidad; SOD: superéxido oxidasa; APOAA4:
apoliporpoteina 4; APOAS5: apolipoproteina 5; LOX-1: receptor tipo lectina de lipoproteinas de baja densidad oxidadas; ALOX5AP: proteina activadora de araquidonato 5
lipoxigenasa; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; TOMMA40: translocasa de membrana externa mitocondrial; A: adenina; C: citocina; G: guanina; T: timina. A:
alanina; V: valina; H: histidina; Y: tirosina. HWE: Hardy-Weinberg Expectation.
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Tabla 9. Frecuencias genéticas y estadistica descriptiva (Continuacion)

ALOX5AP- A G AA AG GG
rs4769874
Casos 0.03 0.97 0.00 0.06 (12) 0.94(192) 0.06 0.06 -0.03 1
Controles 0.06 0.94 0.00 0.11(23) 0.89(181) 0.112 0.11 -0.06 1
Control genémico 0.04 0.96 0.003(1) 0.07(21) 0.93(278) 0.07 0.07 0.05 0.36
P22PHOX-rs4673 A G AA AG GG
Casos 0.23 0.76 0.08(16) 0.31(64) 0.61(124) 0.31 0.36 0.13 0.04
Controles 0.23 0.77 0.03 (7) 0.39(80) 0.57(117) 0.39 0.35 -0.10 0.96
Control genémico 0.24 0.76 0.05(17) 0.37(110) 0.58(173) 0.37 0.36 - 0.58
0.003
TOMMA40- A G AA AG GG
rs2075650
Casos 0.89 0.11 0.79(158) 0.21(42) 0 0.20 0.19 -0.07 0.93
Controles 0.88 0.11 0.79(158) 0.19(38) 0.02 (4) 0.19 0.20 0.07 0.23

Control genémico  0.91  0.09 0.82(328) 0.17(68) 0.01(4) 017 0.17 001  0.46

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; Fis: indice de homocigosidad; SOD: superoxido
oxidasa; APOA4: apoliporpoteina 4; APOAS: apolipoproteina 5; LOX-1: receptor tipo lectina de lipoproteinas de baja densidad oxidadas; ALOX5AP: proteina
activadora de araquidonato 5 lipoxigenasa; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; TOMMA40: translocasa de membrana externa mitocondrial; A:
adenina; C: citocina; G: guanina; T: timina. A: alanina; V: valina; H: histidina; Y: tirosina. HWE: Hardy-Weinberg Expectation
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Tabla 10. Polimorfismo P22phox asociado al desarrollo de AT.

. Casos Controles 1 0
Caracteristicas n=204 n=204 OR IC 95%

Polimorfismo P22phox
Modelo Codominante

GG 124 117 1.0 -

AG 64 80 0.70 0.45-1.09

AA 16 7 2.25 0.86-5.90
Modelo Dominante

GG 124 117 1.0 -

AG+AA 80 87 0.82 0.54-1.25
Modelo Recesivo

GG + AG 188 197 1.0 --

AA 16 7 2.56 0.99-6.62

indice tabaquico*

Nunca 94 121 1.0 --
< 2 paquetes/afio 27 37 1.19 0.69 - 2.05
> 2 paquetes/afno 83 46 2.10 1.26 - 3.49

Valor de p de tendencia <0.01
Los valores en negritas corresponden a aquellos datos que fueron estadisticamente significativas con
un valor de p<0.05.
Lvalor de OR ajustada por edad, género, antecedentes heredo familiares, e indice tabaquico
* La informacion corresponde al modelo de regresion con modelo de herencia recesivo.

Desequilibrio de ligamiento

El analisis de LD mostr6 diferentes patrones de segregacion entre los diferentes
loci y entre los diferentes grupos. De forma general, TOMM40 (rs2075650) mostr6é un
LD con los loci APOA4 y APOAS en los tres grupos de estudio (D">50, p<0.01);
APOA4-rs5104 y APOA5-rs662799 también mostraron un importante LD (D"=0.610;
p<0.001). Por su parte, P22phox-rs4673 mostré un importante LD con ALOX5AP en
los grupos de controles y control genémico (D'=1; p=0.001 para ambos grupos).
P22phox-rs4673 también mostré un LD con TOMMA40 (D"=0.716; p=0.001) en el grupo
de controles, mientras que ALOX5AP y LOX-1 mostraron un fuerte LD en el CG

(D"=0.72; p=0.001). El grupo de casos no mostré LD entre los loci estudiados.
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Analisis de escalamiento multidimensional

Con la finalidad de observar graficamente las diferencias entre los grupos de
casos, controles y CG, se realizé un andlisis de escalamiento multidimensional con los
siete polimorfismos estudiados (Figura 5). Este analisis mostré6 que los casos
presentaban un comportamiento peculiar muy diferente a lo que presentaban los

grupos de controles y CG, lo que estuvo soportado por el valor de stress (0.001).
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Figura 5. Analisis de escalamiento multidimensional entre los grupos de estudio. CG: Control
Gendmico empleando los siete marcadores estudiados en el presente trabajo.

Analisis molecular de varianza

Con la finalidad de explicar las causas de las diferencias observadas en el MDS,
se realiz6 un andlisis molecular de varianza (AMOVA). Este analisis mostrd que la
mayor variabilidad es a nivel intraindividual (98% de varianza molecular p<0.01),

siendo sutil la variacion entre las poblaciones y entre los individuos.
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Andlisis de diferenciacién poblacional

Dado que el AMOVA no permiti6 explicar las diferencias encontradas en el
MDS, se realiz6 un andlisis de diferenciacién poblacional. Los resultados mostraron
gue no existen diferencias entre las poblaciones de estudio (Fsr = 0.002 - 0.004;
p>0.05). Por un lado, este hallazgo confirma la relacion ancestral que existe entre las
tres poblaciones, soportando una buena seleccion de muestra. Por otro lado, estos
datos también sugieren que las diferencias podrian estar relacionadas con el
comportamiento de alguno(s) loci en particular o bien, que el MDS esta sugiriendo una

estratificacion poblacional.

Con base en las caracteristicas genéticas que mostraron los marcadores de
APOA4 y P22phox, se sospechd que estos dos loci podrian estar modulando en mayor
medida el comportamiento de nuestros grupos de estudio. Para ir corroborando esta
nueva hipotesis se realizd otro andlisis de MDS (Figura 6) incluyendo los datos
reportados por el proyecto 1000 genomas
(http://phase3browser.1000genomes.org/index.html), en poblaciones parentales
(aquellas que histéricamente contribuyeron a la formacion de la poblacion mestiza
mexicana). Estos resultados mostraron que el grupo de casos es mas afin
genéticamente a las poblaciones europeas, mientras que tanto el grupo de los
controles como el CG, fueron mas similares a las poblaciones asiaticas del este,
pudiendo sugerir una contribucién por parte de la étnia europea al desarrollo de la AT.
Para responder esta nueva interrogativa, se realiz6 un analisis de diferenciacion
poblacional tomando en cuenta solo el marcador de P22phox, esto debido
principalmente a que éste mostré un exceso de individuos homocigotos y se asocio
positivamente con el desarrollo de AT. Este analisis también incluyé a seis
poblaciones del proyecto de los 1000 genomas. Los resultados sugirieron que los tres
grupos de presentan una cercania genética con las poblaciones europeas (Fs1=0.023,
p<0.01; Tabla 11).

Tomando en cuenta los antecedentes demograficos que dieron origen a la
poblacion mestiza mexicana, se realizd un analisis de estratificacion poblacional con

diferentes combinaciones de loci (datos no mostrados). La combinacion de APOA4-
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rs5104 y P22phox-rs4673 fue la que mostrd una estratificacion poblacional integrada
por dos subpoblaciones (Figura 7). Estos datos fueron soportados por el analisis
estadistico obtenido mediante el programa de Harvester
(http://taylor0O.biology.ucla.edu/structureHarvester/) en el que se muestra la presencia
de las dos subpoblaciones k=2, p = 0.5303; Figura 8). Para determinar cuales eran
estas dos subpoblaciones se realiz6 un andlisis filogenético, el que mostré una
separacion entre el grupo de casos (subpoblacion 1) y los controles y el control
gendmico (subpoblacién 2), siendo estas las dos poblaciones que se habian
observado anteriormente (Figura 9).
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Figura 6. Andlisis de escalamiento multidimensional empleando los loci APOA4-rs5104 y P22phox-
rs4673 con los grupos de estudio y otras poblaciones del mundo obtenidas del proyecto 1000 genomas.
CG: Control Genémico, AFR: africanos; EAS: asiéticos del este; EUR: europeos.
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Tabla 11. Analisis de diferenciacion poblacional con el marcador P22phox.

CasosControles AFR EAS EUR SAS COL CG
Casos 0 0.91 |<0.001<0.001/<0.001{<0.001<0.001| 0.95
Controles|-0.002 0 <0.001/<0.001/<0.001{<0.001(<0.001| 0.80
AFR 0.14 0.14 0 [<0.001/<0.001/<0.001}<0.001/<0.001
EAS 0.09 0.09 0.34 0 [<0.001/<0.001/<0.001<0.001
EUR | 0.02 0.03 0.05 018 | O 0.13 | 0.16 [<0.001
SAS 0.04 0.04 0.03 | 0.21 |0.001] O 0.66 |<0.001
COL | 0.05 0.06 0.02 | 0.32 {0.003|-0,002] 0O |<0.001
CG |-0.002| -0.001 | 0.13 | 0.09 | 0.02 | 0.04 | 0,05| O

Los valores por debajo de la franja gris corresponden a las distancias genéticas (FST), mientras que los
gue aparecen por encima de la franja representan la significancia estadistica. Valores de FsT= 0.0 -
0.05: poca diferencia genética; 0.05 - 0.15: diferencia genética moderada; 0.15 - 0.25: diferencia
genética grande. Los datos con valores de p < 0.007 fueron tomados como estadisticamente
significativos (post hoc Bonferroni) p<0.05. *Los valores en negritas representan la poblacién con menor
diferencia genética con respecto a los grupos de estudio. AFR: africanos; EAS: asiaticos del este; EUR:
europeos; SAS: asiaticos del Sur; COL: colombianos; CG: Control Gendmico.
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Figura 7. Gréfica de barras mostrando la estratificacion poblacional obtenida con los marcadores de
APOA4-rs5104 y P22phox-rs4673. El color rojo representa una primera poblacién mientras que el color
verde una segunda poblacion. El eje de las Y muestra las proporciones de los diferentes individuos con
base en las dos subpoblaciones sugeridas, los cuales son ordenados por el programa de acuerdo con
la proporcién de su genoma perteneciente a cada poblacion. En el eje de las X se muestran los
individuos ordenados de acuerdo con la proporcién de cada una de las poblaciones que presentan en
Su genoma.
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Figura 8. Grafica de numero de subpoblaciones con respecto al valor de Delta k, realizada con el
programa Harvester. Los resultados muestran que el mayor valor con respecto a Delta k es el que
corresponde a las dos subpoblaciones (k=2), reforzando los hallazgos obtenidos mediante el programa
Structure v.2.3.4.

Control
gendémico

Controles Casos

Figura 9. Arbol filogenético obtenido a partir del analisis bayesiano (Structure v.2.3.4) para determinar
la estratificacion poblacional. Aunque las tres subpoblaciones comparten un ancestro comun, el grupo
de casos se separa de forma oblicua de los grupos de controles y control genémico.
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7. Discusién

En el presente estudio se evalu6 la condicion de fumador en conjunto con el
factor genético y la AT. Dentro de los resultados mas destacables, se encontré una
asociacion positiva con algunos factores de riesgo clasicos (hipercolesterolemia,
hipertension y antecedentes heredofamiliares de enfermedades cardiovasculares). La
condicion de exfumador y el indice tabaquico mostraron una contribucion a la
presencia de AT en el género masculino de forma independiente a los antecedentes
heredofamiliares, mientras que el locus P22phox-rs4673 también contribuyé a su

desarrollo.

La asociacion positiva entre la hipercolesterolemia y la AT, ha sido soportada
por estudios epidemiolégicos previos, apuntando a que éste factor de riesgo
modificable contribuye con el desarrollo de ECV, reforzando nuestro hallazgo (Abd et
al., 2018; Ohira et al., 2006). Estos resultados, son consistentes entre diferentes étnias
como lo demuestra un estudio multiétnico realizado en los Estados Unidos, en donde
se reporté que la hipercolesterolemia incrementaba el riesgo de enfermedad arterial
coronaria hasta en un 33% (95% IC=1.08-1.64, p<0.05) (Abd et al., 2018). Otro estudio
realizado en el mismo pais reporté una asociacion del 13% con el desarrollo de infarto
isquémico de tipo no lacunar (Ohira et al., 2006). Antecedentes previos relacionados
con los niveles de colesterol en la poblacion mexicana muestran que el nivel promedio
de colesterol es de 202.9 mg/dL, siendo el género masculino el que muestra los
mayores niveles en comparacion con las mujeres (204.3 mg/dL, 95%IC = 200.9-207.6;
vs 201.6 95%IC =198.2-205.0) (Escobedo de la Pefia et al., 2014). Estos niveles no
estdn muy por encima de los valores normales, pero claramente muestran una
variacion entre géneros apuntando a que el género masculino presenta un mayor
riesgo de AT en comparacion con el género femenino, soportando nuestros hallazgos.
Aungue algunos estudios asocian el tipo de lipidos tales como LDL, VLDL y HDL con
el desarrollo de las ECV, en este estudio no se evalud la contribucién de este tipo de
lipidos con el riesgo de AT pues no se contaba con esta informacion. A pesar de que
nuestros hallazgos muestran una clara asociacion entre los niveles de colesterol y la

AT, es importante destacar que el riesgo de ECV se encuentra modulado por la
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presencia o ausencia de otros factores que agraven la situacion del individuo (Baeza-
Cruz et al., 2018), por ejemplo, algunos contaminantes ambientales como el arsénico,
el material particulado, entre otros, los cuales se han visto involucrados en los
procesos que subyacen a la formacion de la PA tales como la inflamacion y el estrés
oxidante, los cuales favorecen la formacion de trombos (Cosselman et al., 2015;
Robertson & Miller, 2018).

Con respecto a la participacion de la hipertension en las ECVs, distintos
estudios sefialan que la presion sanguinea alta es dafina para las arterias,
incrementando el riesgo de falla cardiaca y diversos tipos de infarto (Lippi & Guidi,
2002). Consecuentemente, la determinacion de este factor de riesgo es crucial, lo que
esta soportado por estudios clinicos y experimentales que demuestran una relacion
causal entre la hipertension y la remodelacion cardiaca vascular y estructural, a la vez
gue induce estrés oxidante en la pared arterial, fomentando el proceso aterogénico
(Koene et al., 2016). La asociacion positiva encontrada entre este factor de riesgo y la
AT (presente trabajo) es congruente con otros estudios. Particularmente, en las
poblaciones asiaticas la hipertension, contribuyd con mas de dos veces al riesgo (95%
IC = 1.29-3.84, p<0.05) de padecer un infarto de tipo isquémico con un rango de PA
sistdlica de 130-139 mm Hg y de 85-89 mm Hg en el caso de la PA diastdlica; para la
EAC este riesgo fue de 2.29 veces mas cuando la PA sistdlica era de 140-159 mm Hg
y la diastolica de 90-99 mm Hg (lkeda et al., 2009). Variables como la edad ha sido
también relacionada primeramente con la hipertension y posteriormente con el evento
aterotrombotico (Hornsten et al., 2016). Estudios previos realizados en individuos
estadounidenses sefialan que tanto hombres como mujeres mayores de 65 afos
tienen mayor riesgo de padecer HTA (RM = 2.20; I1Cgs% =1.27-3.84, p=0.005) en

comparacion con los adultos jévenes (Hornsten et al., 2016).

Otra variable asociada, es el género ya que los valores de asociacion se modifican
entre el sexo masculino y femenino sugiriendo que los mecanismos que subyacen a la
AT, también podrian diferir dependiendo del género. Un estudio poblacional en los
Paises Bajos sugirié que las mujeres con esta nacionalidad tienen un mayor riesgo

(RM=3.96, 95% IC = 1.83-8.57, p<0.05) en comparacion con los hombres (Lgkkegaard
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et al.,, 2003). Similar a estos resultados, el estudio INTERHEART que incluyo
individuos de 52 paises de Asia, Medio Oriente, Africa, Australia, América del Norte y
América Sur, reportd que las mujeres presentan un mayor riesgo de IAM en
comparacion con los hombres (RM=2.95 vs 2.32), mientras que tomando en cuenta a
ambos géneros este riesgo fue cercano a dos (RM=1.91, 95%1C=1.74-2.10) (Yusuf et
al., 2004). En poblaciones asiaticas considerando a ambos géneros, se encontrd que
un aumento en la presion arterial de 10mmHg, incrementaba el riesgo de ACV en casi
dos veces mas (p<0.05) (Nakamura et al.,, 2008). En otro estudio en esta misma
poblacién la HTA clasificada como estadio uno (PA sistolica de 130-139 mm Hg y PA
diastolica de 80-89 mm Hg), se asocidé con un mayor riesgo cardiovascular solo en
individuos menores de 65 afios (RM=1.40, 95% IC = 1.01-1.94, p<0.05) (Ueshima et al.,
2011). En cuanto a la informacion sobre este factor de riesgo en Latinoamérica, paises
como Argentina, Brasil, Chile y Colombia, han mostrado una asociacion positiva con
el desarrollo de ECV (Avezum et al., 2009). Asi mismo, el estudio CARMELA, dio a
conocer que la Ciudad de México tuvo una menor prevalencia de HTA en comparacion
con las ciudades de Barquisimeto (Venezuela) , Buenos Aires (Argentina) y Santiago
(Chile) (Rivera-Andrade & Luna, 2014). Es importante mencionar el estudio
INTERHEART dio a conocer que la HTA es el factor de riesgo mas fuertemente
asociado a IAM en los paises de América Latina (RM=2.81, 95%IC=2.39-3.31, p<0.05).
Estos datos contradicen nuestros hallazgos, lo que pudo estar relacionado con el tipo
de hormonas sexuales (Maranon & Reckelhoff, 2013). Existen estudios que sefalan
qgue la hipertension en hombres es mediada por androégenos, mientras que en las
mujeres perece ser independiente de los estrogenos. No obstante, a la llegada de la
menopausia el factor protector de los estrogenos se pierde, por lo que el riesgo
cardiovascular se incrementa en este sexo (Reckelhoff, 2018). Sin embargo, cabe
seflalar que la literatura resalta que se necesitan mas estudios para determinar
completamente los efectos tanto protectores como de riesgo de estas hormonas
(Maranon & Reckelhoff, 2013). Otro aspecto importante a considerar para la
discrepancia que mostraron nuestros resultados es que la media de edad reportada
para las mujeres en este estudio [47.5 afios, (33-62)], posiblemente no nos permita ver

aun el efecto que tendria la menopausia en nuestra muestra, por lo que, al tratarse de
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una edad joven, este factor protector de los estrégenos aun se encuentre presente. No
obstante, seria relevante evaluar a las mujeres que se encuentren en edades mayores
a los 50 afos. Por otro lado, otros estudios consideran que el tratamiento
farmacoldgico también contribuiria en las discrepancias mostradas entre los géneros
ya que los medicamentos que se proporcionan parecen ser diferentes para hombres y
mujeres. Algunos estudios sefialan que las mujeres son mas frecuentemente
medicadas con farmacos bloqueadores de los receptores 3 adrenérgicos, mientras que
los hombres son tratados con medicamentos bloqueadores del receptor de
angiotensina (Reckelhoff, 2018). Ademas de que la farmacocinética también se ve
alterada dependiendo del género, ya que existen diferentes factores que influyen en la
biodisponibilidad y distribucion de estos farmacos (Rydberg et al.,, 2018; Wenger,
2012). Este ultimo punto va de la mano con el auto cuidado de la salud, por lo que no
se descarta que haya una relacion estrecha con este riesgo incrementado en hombres,
ya que generalmente las mujeres acuden a consulta médica de manera mas regular

gue los hombres (Schousboe et al., 2003).

En lo referente a la historia familiar, distintos autores sefialan que ésta es un
predictor de riesgo independiente que contribuye en el desarrollo del IAM y el ACV
(Bachmann et al., 2012). Lo anterior esta soportado por estudios en gemelos en donde
se ha determinado que las ECVs tienen una heredabilidad de entre un 30% a un 60%
(Hogstrém, 2017). Cabe destacar que el fondo genético es variable entre las diferentes
poblaciones, lo que apoya los estudios de componentes genéticos de riesgo en
poblaciones multiétnicas como la mestiza mexicana. En este sentido, un estudio
realizado en poblacién residente de los Paises Bajos con diferentes origenes étnicos
(v.gr. asiatico y africano), encontré6 que el contar con historia familiar de ECV
incrementaba el riesgo para el desarrollo de ACV (RM = 1.62, o5% IC = 1.19-2.20,
p<0.05); los individuos con ascendencia africana mostraron un mayor riesgo en
comparacion con las poblaciones asiaticas (OR=2.17, g¢5% IC = 1.32-.57 p<0.05)
(Valerio et al., 2016). Un hallazgo interesante encontrado por Aambo, et al fue que la
prevalencia de EAC y el ACV, varia entre poblaciones con ascendencia del sur de
Asia, Asia oriental, Africa y Europa. En este sentido, aquellos pacientes con

ascendencia del sur de Asia mostraron un riesgo de casi dos veces mas para el
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desarrollo de EAC en comparacion con los europeos. Al evaluar la prevalencia de ACV
se encontré que las mayores tasas son reportadas en los individuos afrodescendientes
(Aambo & Klemsdal, 2017). Los datos anteriores indican que en general todos los
estudios, incluido el nuestro, soportan una relacion entre los antecedentes familiares
de ECV y el desarrollo de las mismas. Por otro lado, las diferencias en los valores de
riesgo reportados podrian sugerir una dependencia del origen étnico, lo que puede
incrementar el riesgo de ECV. Ambos aspectos (antecedentes heredo-familiares y el

origen étnico) sustentan la contribucidén genética en el desarrollo de estas patologias.

Si bien, el estudio de los factores de riesgo clasicos es de suma importancia, el
componente ambiental, como el humo del cigarro, toma mayor relevancia por el
namero de individuos expuestos a la nicotina y los diferentes xenobidticos relacionados
con el consumo de cigarro (Csordas & Bernhard, 2013). En este sentido es importante
remarcar que en nuestro pais, el ser fumador es un factor de riesgo que cobra
relevancia ya que 14.3 millones de personas son fumadoras actuales, de las cuales el
25.2% son hombres y el 8.2% son mujeres (Secretaria de Salud, 2016). Nuestro
estudio mostré una asociacion positiva, independiente a cualquier otra variable, entre
la condicion de exfumador con la AT, lo que es congruente con los resultados de
estudios previos realizados en individuos estadounidenses y asiaticos (Nakamura et
al., 2008; Ohira et al., 2006) Con referencia a lo anterior, algunos reportes muestran
gue no solo el habito de fumar muestra una relacion positiva con el riesgo de ECV,
sino que incluso el numero de cigarrillos diarios que se fuman modifica
significativamente el riesgo en ambos sexos (Markidan et al., 2018; Bhat et al., 2008).
Particularmente, los resultados reportados para el género femenino son discrepantes
con los encontrados en el presente proyecto. Este comportamiento podria estar
relacionado a que la cantidad de mujeres fumadoras es menor en nuestro pais en
comparacion con la de los hombres, ademas que posiblemente las mujeres fumen
menos cigarros al dia que el género masculino (Pereira-Rodriguez et al.,2015). Si bien
fueron los hombres los que mostraron las asociaciones positivas, es importante
considerar que ambos sexos tienen un riesgo relevante, dado que la edad promedio
en nuestro pais para iniciar con el consumo de cigarro es a los 16.4 afios para los

hombres y de 17.1 aflos para las mujeres, datos que no presentan una diferencia
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significativa aparente (Secretaria de Salud, 2016). Con respecto al consumo promedio
de cigarrillos por dia, este es de 7.7 piezas, sin embargo, estos datos no representan
la exposicion de fumadores de segunda y tercera mano, los que probablemente
también estan siendo afectados con respecto a las ECV asi como a otro tipo de

enfermedades complejas (Secretaria de Salud, 2016).

Con relacion al humo de segunda mano, diversos estudios sefialan que este
humo es una toxina ambiental ademas que es una causa establecida de ECV en los
no fumadores (Olasky et al., 2012). Algunos metaanalisis han reportado que este tipo
de exposicidén al humo de tabaco aumenta en un 31% el riesgo a EAC y entre un 20 a
30% el riego de ACV (Jones et al., 2016). Por su parte el humo de tercera mano, el
cual es aquel que se acumula en las superficies presentes en los lugares en donde se
ha fumado previamente, también representa una amenaza potencial para la salud
(Martins-Green et al., 2014). Aunque los riesgos potenciales atribuidos a este tipo de
exposicién estan aumentando, hasta el momento se carece de informacién suficiente
acerca de las implicaciones especificas para la salud tras una exposicion aguda o
acumulativa (Martins-Green et al., 2014). Sin embargo, para ambos tipos de exposicion
entre los posibles mecanismos de toxicidad cardiovascular se incluyen el aumento de
la agregacion plaquetaria, la disfuncién endotelial, la inflamacion, el estrés oxidante, la
rigidez arterial y la aterosclerosis, los que han sido relacionados con las ECV en
general (Jones et al., 2016). Como podemos observar, estas fuentes de exposicion
contribuyen a la mortalidad por ECVs, lo cual se vuelve cada vez mas relevante para
la region de Latinoameérica, donde se ha visto un incremento en la tasa de muerte y en
la aparicion temprana de estas condiciones (Cabral et al, 2017). Interesantemente,
Bardach, et al reportaron que en los paises latinoamericanos el nivel de ingreso se ve
relacionado con el tabaquismo. Observando que un nivel de ingresos bajo se asocio
con una mayor prevalencia de tabaquismo activo (RM=1.62, 1Cgs% = 1.34-1.96),
ademas de que se observo un efecto de dosis respuesta con los niveles de ingresos
medio y bajo, siendo los hombres los que mostraron una mayor prevalencia de

tabaquismo activo (Bardach et al., 2016).
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Aunque se esperaria que la condiciébn de fumador actual estuviera asociada
mayormente con la AT, en este proyecto fue la condicién de exfumador la que presenté
la mayor contribucion. Lo anterior podria reflejar que una vez que los individuos son
diagnosticados con ECV, existe una mayor presion para abandonar el habito
tabaquico, ademas de que existe una tendencia a adoptar habitos de vida saludables,
entre los cuales se encuentran el dejar de fumar o disminuir el nimero de cigarrillos
que se fuman por dia y consumir menor cantidad de bebidas alcohdlicas (Hackshaw-
Mcgeagh et al., 2015; Jiménez-Mendoza et al., 2018). También es importante
considerar que algunos estudios sefialan que el 98.1% de los exfumadores siguen
siendo fumadores de segunda mano, por lo que tienen una exposicion constante al
humo de tabaco, por lo que la presencia de AT también podria ser consecuencia de
esta exposicion (Campos et al., 2014). De acuerdo con nuestros resultados, el ser
fumador actual presenta valores de RM menores, lo que podria sugerir que hay un
aumento en el abandono del tabaquismo una vez que las personas fueron
diagnosticadas con la enfermedad (Jiménez-Mendoza et al., 2018). No obstante, otro
aspecto importante a considerar es que al momento de la entrevista los fumadores
actuales se hayan clasificado dentro del grupo de exfumadores, lo cual puede estar
relacionado nuevamente con la presién ejercida sobre la persona para abandonar el
tabaquismo pero también porque estas personas adquieren un mayor conocimiento
acerca de los factores de riesgo que favorecen a la AT (Campos et al., 2014; Jiménez-
Mendoza et al., 2018).

Un parametro que nos proporciond una gran ventaja fue el célculo del indice
tabaquico, ya que nos permitié observar que entre mas numero de cigarrillos se fumen
al dia hay una mayor asociacién con la enfermedad, lo cual ya ha sido descrito en otros
estudios (Markidan et al., 2018; Bhat et al., 2008). Si esta variable solo hubiera sido
evaluada de acuerdo a la condicion de fumador, no se hubiera obtenido informacion
acerca de la intensidad del consumo. Ademas, parece que, sin importar la condicion
de fumador, entre mayor sea el consumo de cigarros, mayor sera la asociacion con la
enfermedad. Otro aspecto interesante fue que independientemente del polimorfismo,
en los individuos con un consumo mayor a dos paquetes por afio, la asociacion con la

presencia de AT se mantiene. Si bien este indice es reconocido como el estandar de
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oro para evaluar a los fumadores, existen algunas desventajas que se encuentran
relacionadas con el cambio en la intensidad y la duracién del consumo a lo largo de la
vida, debido a que este indice asume una intensidad de consumo constante. (OPS &
OMS, 2015).

Es importante mencionar que el evaluar el consumo de cigarro y el indice
tabaquico en conjunto nos permitié encontrar una asociacion con la presencia de la
AT, sin embargo, se tiene que considerar que existen otros pardmetros para medir la
contribucion de este factor de riesgo en las enfermedades. Entre estas herramientas
se encuentra la historia de tabaquismo a lo largo de la vida, la cual considera la
temporalidad del consumo asi como también los diferentes patrones de intensidad que
se presentan en las diferentes etapas de la vida, por lo que seria un mejor indicador
del consumo de tabaco y podria mostrarnos un mejor panorama para evaluar su

asociacion con la presencia de la enfermedad (Jiménez-Mendoza et al., 2018).

Al evaluar en conjunto tanto a los antecedentes familiares como al nimero de
cigarrillos, nuestros hallazgos sugirieron que aquellos individuos con historia familiar
de ECV, presentaron menos frecuencia en el habito de fumar, lo que podria sugerir
una mayor comprension de las consecuencias del consumo del tabaco. No obstante,
un estudio realizado en poblacién norteamericana revelo, que la concientizacion entre
los participantes con antecedentes familiares no tenia ningun efecto en el
comportamiento relacionado con la salud, excepto en las pruebas de niveles lipidicos
(Imes & Lewis, 2014). Ademas, vale la pena resaltar que, de acuerdo con los
resultados encontrados, el incremento de las posibilidades de padecer AT parece ser
independiente de los antecedentes familiares. Con respecto a lo anterior se resalta que
diversos estudios sefalan que fumar es un factor de riesgo importante para la ECV, y
puede dar lugar a un aumento de siete veces en el riesgo de enfermedad arterial
periférica (EAP) y al menos un aumento del doble en el riesgo de EAC (Mallaina et al.,
2013). Asi mismo, el estudio INTERHEART mostré que si una persona deja de fumar,
reduce su riesgo de IAM en aproximadamente un 65% (Yusuf et al., 2004; Mallaina et
al., 2013) por lo que pareciera contribuir por si solo de manera importante en el
desarrollo de la AT. No obstante, es importante hacer hincapié en que la evaluacion
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de la historia familiar es sumamente informativa ya que sirve como un puente entre la
genética y el entorno ambiental comun, permitiendo el estudio conjunto de los factores
de riesgo a los cuales se encuentran expuestos todos los individuos (Imes & Lewis,
2014).

Aunque esta investigacion pudo asociar de manera positiva a la
hipercolesterolemia, la hipertension, los antecedentes familiares, la condicion
exfumador y el habito tabaquico con la AT, es importante considerar que la formacion
de PA es un proceso natural de la vida (Bentzon et al., 2014). Sin embargo, es posible
que estos factores puedan favorecer su desarrollo a edades mas tempranas. No
obstante, los factores de riesgo modificables no pueden explicar por si solos el origen
de esta enfermedad compleja, asi como las altas tasas de mortalidad e incidencia de
ECVs. Es por ello, que el presente proyecto resaltd la importancia de estudiar la
contribucion ambiental en conjunto con los factores genéticos, integrando su

participacion en el desarrollo de la AT.

Haciendo referencia a la parte genética de este proyecto, los polimorfismos que
se incluyeron en este estudio se encuentran relacionados con distintos procesos que
favorecen la oxidacion de lipidos, con la consecuente formacién de la placa
aterosclerotica y el evento aterotrombatico.

Uno de los principales hallazgos de este proyecto fue que el polimorfismo
P22phox mostré una asociacion del genotipo AA y el modelo de asociacion recesivo
(GG+AG vs AA) con una mayor probabilidad de desarrollar AT. En relacion con lo
anterior, también se encontré que las frecuencias genotipicas de este polimorfismo
(rs4673) se mostraron diferentes entre los tres grupos evaluados e inclusive estas
frecuencias fueron poco similares a las reportadas en otras poblaciones. Estos
hallazgos fueron soportados por un exceso de individuos homocigotos en el grupo de
casos lo que resulté en un desequilibrio de HW, siendo el Unico marcador de los
evaluados en el cual se mostr6 este comportamiento. Cabe recordar que el equilibrio
de HW es un modelo estadistico esencial para el andlisis de los datos genéticos, ya
gue nos permite conocer el flujo de genes, el apareamiento selectivo, la estratificacion

poblacional e incluso podria estar marcando cierta relacion con la enfermedad
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(Gomez, 2017), por lo que este exceso de individuos homocigotos fue uno de los
paradmetros que nos hizo evaluar a mas profundidad a este marcador. En este sentido,
al comparar nuestros resultados de asociacion con otras poblaciones, se encontré que
en individuos de origen caucasico este marcador se asocid positivamente hasta 3.42
veces mas con el desarrollo de ECV (p<0.01) (Genius, Grau, & Lichy, 2008), lo que es
contrario a lo reportado en poblaciones asiaticas, en las cuales parece existir un efecto
protector de este marcador en modelos de asociacion codominante y dominante (A vs
G, RM=0.77; 1Cos% 0.68-0.87, p<0.05; AA+AG vs GG, RM=0.714 1Ces% 0.62-0.82;
p<0.05) (Fang, et al., 2010). La asociacion reportada en poblaciones descendientes
de europeos es congruente con nuestros hallazgos, pudiendo sugerir una contribucion
ancestral al desarrollo de las ECV. La particularidad en el comportamiento de este
marcador podria también estar intimamente relacionado con una gran variabilidad
interétnica la cual es un aspecto sumamente relevante para la poblacidon mestiza
mexicana (Camacho-Mejorado et al., 2015; Santana et al., 2014). Como previamente
se ha reportado por nuestro grupo de investigacion, la arquitectura genética de la
poblacion mexicana se encuentra conformada por al menos tres subpoblaciones, las
gue posiblemente podrian estar representando (en mayor o menor proporcion) a las
ancestrias parentales que originaron nuestra poblacion [europea, la amerindia
(asiatica) y la africana] (Martinez-Cortés et al., 2012; Santana et al., 2014). La
confirmacion de esta sub-estructuracion en nuestras poblaciones de estudio se debio
gracias al arbol de filogenia el cual mostré que el grupo de casos se separa (por medio
de la distancia genética) de los otros grupos de estudio, por lo que parece tener ciertas

caracteristicas que lo hacen diferente a los otros dos grupos.

Si bien el estudio de P22phox no tiene antecedentes en la poblacion mexicana,
los hallazgos en este proyecto son de suma relevancia debido principalmente a que la
NAD(P)H oxidasa, al ser la mayor fuente de ROS, tiene un papel fundamental en las
ECVs, ademas de que plataforma de polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
cataloga a esta variante como altamente patogénica (puntaje=1). Este polimorfismo
(rs4673), localizado en la region reguladora de P22phox, resulta en la sustitucion
funcional de una G por una A lo que parece causar una reduccion en la generacion de

anion superoxido en la pared vascular (Genius et al., 2008). Este efecto en la reduccion
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de superoxido conlleva a algunas disfunciones secundarias asociadas a las ECVs tales
como el incremento de la adherencia de las plaquetas, la proliferacién de diversos tipos
celulares y la inflamacion, razones por las cuales parece estar intimamente

relacionado con el desarrollo de la AT (Fang et al., 2010).

Otro hallazgo por destacar es que el haber identificado este proceso de sub-
estructuracion poblacional utilizando polimorfismos tipo SNP no es algo cotidiano, ya
que los marcadores tipo SNP son poco informativos en comparacion con otros tipos
de polimorfismos como las repetidas cortas en tAndem (STR, por sus siglas en inglés,
short tandem repeats). Lo anterior, esta dado principalmente porque este tipo de
polimorfismos son una forma abundante de variaciéon en el genoma (uno por cada
300pb; pares de bases), cuya variacién entre individuos estd dada por el cambio de
una sola base (Brookes, 1999). Sin embargo, se debe tener en mente que las
enfermedades complejas son enfermedades poligénicas en las que la participacién de

un solo SNP no podria explicar el fenotipo de la enfermedad.

Un punto importante a destacar es que, aunque P22phox mostro diferentes
patrones de LD con otros loci, estos no se encuentran en el mismo cromosoma por lo
que se podria hablar de un LD espurio debido al admixture de la poblacién (Gomez,
2017). Tomando en cuenta todos estos resultados encontrados para este marcador,
se podria sugerir que este polimorfismo (P22phox-rs4673) parece ser el responsable
de los comportamientos mostrados por los grupos de estudio, confirmando asi la

hipo6tesis que nos planteamos posterior al analisis de MDS y el AMOVA.

En lo que respecta a los demas polimorfismos evaluados, ninguno mostré
asociacion con la probabilidad de padecer AT. Sin embargo, mostraron una gran
variabilidad interétnica mostrando asociaciones positivas con el desarrollo de ECVs en
diferentes poblaciones, por o que no podemos descartar su contribucion, en cuyo caso
la falta de asociacién encontrada en el presente estudio podria estar limitada por el

tamano de muestra, siendo necesario incrementarla en futuros estudios.

Desde el punto de vista de los mecanismos que subyacen a la generacion de la
AT, las dislipidemias son uno de los principales factores precursores para la formacion

de la placa, por lo que los polimorfismos presentes en los genes APOA4 y APOA5
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podrian favorecer la acumulacion de lipidos en la intima arterial (Ou et al., 2015). Pese
a que en nuestro estudio no se pudo establecer una asociacion entre el marcador de
APOA4-rs5104, algunos autores han reportado que el alelo G y su genotipo
homocigoto (GG) incrementan 1.42 veces y 1.86 veces el riesgo a padecer
dislipidemia (p<0.05) (Ou et al., 2015). No obstante, el alelo G presentd una frecuencia
muy baja en nuestra poblacion, lo que dificultdé su asociacion con el fenotipo
cardiovascular, ademas de la disparidad de frecuencias mostrada con las poblaciones
africanas y asiaticas del este (Ou et al., 2015). Interesantemente, el genotipo de riesgo
mostro un exceso de individuos homocigotos exclusivamente en el grupo de los casos,
lo que posiblemente podria estar sugiriendo una relacién con la AT. El estudio de los
polimorfismos en APOA4 es interesante, ya que es una proteina sintetizada por los
enterocitos del intestino delgado y componente mayoritario de las HDL y quilomicrones
(Gomez et al., 2010). Ademas de que este gen forma parte de un cluster de genes
conformado por APOAL1 y APOC3 (Gomez et al., 2010) el cual ha sido asociado con
alteraciones lipidicas, principalmente con triglicéridos y HDL-C (Lamina et al., 2015).
A su vez, este cluster tiene una participacion clave en el metabolismo de la mayoria
de las lipoproteinas plasmaticas siendo candidatos potenciales para la modulacion del

tamafo de la particula de LDL (Gomez et al., 2010).

Por lo que respecta al polimorfismo en APOA5-rs662799, algunos autores
seflalan una asociacion positiva al portar el alelo G con enfermedad coronaria
(RM=1.42; ICo5%, 1.036-1.952; p=0.03) (Zhou et al., 2013), asi como alteraciones en
los niveles de la presion arterial sistdlica y de triglicéridos (p<0.0001) (Ouatou et al.,
2015). Contario a este efecto, los resultados obtenidos en la poblacion China Han,
atribuyen al alelo G un efecto protector para ACV (RM=0.75 1Cos%, =0.618-0.923;
p<0.01), discrepando de los estudios realizados en poblaciones europeas. Cabe
mencionar que este gen ha sido considerado un fuerte candidato como modulador del
metabolismo de los triglicéridos, mostrando incluso variaciones en los niveles de estos

lipidos entre diferentes etnias (Zhou et al., 2013).

Un dato importante es que ambos marcadores (APOA4-rs5104 y APOAbS-

rs662799) se localizan en el mismo cromosoma por lo que presentan un fuerte LD,
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teniendo un papel importante (como haplotipo de riesgo) en el metabolismo de los
lipidos, en particular con los triglicéridos, (Ou et al., 2015). Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente trabajo, asi como los obtenidos en diferentes poblaciones,
sugieren una variabilidad interétnica importante, razon por la cual es posible que en
nuestro estudio no se haya encontrado alguna asociacion entre estos marcadores y la
AT, dado que la poblacibn mexicana presenta una arquitectura genética multiétnica
(Moreno-Estrada et al., 2014). Desafortunadamente, nuestro tamafio de muestra y la
baja frecuencia del alelo de riesgo en nuestra poblacion limité encontrar una posible

asociacion.

Siguiendo en el tenor de los genes relacionados con los niveles de lipidos,
TOMMA40 present6 un fuerte LD con el locus de APOE por lo que también podria estar
afectando al metabolismo de los lipidos sanguineos (Ronald et al., 2009). De manera
similar a los polimorfismos anteriores, tampoco se encontré una asociacion entre este
polimorfismo (rs2075650) y la AT. No obstante, algunos autores han demostrado que
el alelo G incrementa los niveles de LDL-C vy triglicéridos, a la vez que disminuye los
niveles de HDL-C, incrementando el riesgo cardiovascular (Middelberg et al., 2011).
Por otro lado, también se ha encontrado una correlacién con el patron de flotabilidad,
es decir, con qué tan densas son las LDL, en donde el alelo G también disminuye la
tasa de flotabilidad (B=-0.0047) promoviendo un fenotipo aterogénico (Ronald et al.,
2009). En cuanto a las frecuencias alélicas y genotipicas, éste fue el marcador que
mostré mayor similitud con todas las poblaciones reportadas en el proyecto de los 1000
genomas. Desde el punto de vista genético poblacional, este polimorfismo mostré un
exceso de individuos heterocigotos, y aunque no tuvo un valor de p significativo, podria
ser indicativo de una sub-estructuracion poblacional, caracteristica que deberia de
considerarse pues podria ocasionar un sesgo en nuestros resultados (Martinez-Cortés
et al.,, 2012; Santana et al., 2014). Finalmente, el estudio de este SNP ha cobrado
relevancia debido a que se encuentra justo rio abajo de APOE y APOCL1 (Salakhov et
al., 2014). Ambas proteinas se encuentran formando parte de algunas lipoproteinas;
la APOE se encuentra en los quilomicrones y lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL, por sus siglas en inglés, intemediate density lipoprotein), mientras que la APOC1

en las HDL y las VLDL (Garcia, 2003). Ambas proteinas son necesarias para el
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correcto metabolismo de los triglicéridos, el colesterol y otros lipidos sanguineos (Jong,
Hofker, & Havekes, 1999).

En conjunto con el incremento en los niveles de lipoproteinas y lipidos
sanguineos, existe una mayor captura de LDL por los receptores de LOX-1 localizados
en la superficie de los macrofagos. Esta captura aumentada de LDL y su
internalizacion a la intima arterial favorece la oxidacion de LDL dando como resultado
LDL-ox las cuales son fagocitadas por los macréfagos que posteriormente se
convierten a células espumosas (Sawamura et al 2015). En lo que se refiere al
polimorfismo en LOX-1-rs1050 283, es importante resaltar que, aunque nosotros no
pudimos reportar una asociacion entre este marcador y la AT, su determinacion en
poblacion mexicana es de suma relevancia ya que algunos autores sefalan que este
marcador podria ser un predictor para las ECVs (Guo et al., 2017). Esto ha sido
soportado por algunos estudios en los que se observo que en individuos con ACV los
niveles de RNAm de Lox-1 se encuentran incrementados, ademas de que el alelo A
se ha visto relacionado con mayores niveles séricos de LOX-1 (Guo et al., 2017
Sawamura et al., 2015). Asi mismo en una poblacién Chinos Han, el alelo A se
encontré asociado con un incremento en el riesgo de 1.39 veces mas (95% IC 1.154-
1.681, p=0.001) para el desarrollo de AVC de tipo isquémico (Guo et al., 2017),
mientras que en individuos caucasicos no se ha podido establecer dicha relacion
(Sciacqua et al., 2014). De acuerdo con las frecuencias de este gen reportadas por el
proyecto de los 1000 genomas en diferentes poblaciones, las frecuencias alélicas y
genotipicas reportadas por este estudio mantienen proporciones similares a las
encontradas en Latinoamérica, no asi en europeas, africanas y asiaticas. Los
resultados que se tienen acerca de este marcador no son concluyentes, posiblemente
debido a la variabilidad interétnica, los factores ambientales y la incompleta
comprension del mecanismo de accion, por lo que se sugiere seguir estudiando este

marcador en un tamafio de muestra mas grande.

Posterior a la captura de las ox-LDL y a la acumulacién de células espumosas,
existe una promocion de un estado proinflamatorio que puede estar mediado por

diferentes rutas proinflamatorias entre las cuales la ruta de los leucotrienos es una de
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las mas destacables en estos procesos (Ye et al., 2014). Uno de los polimorfismos que
ha sido relacionado con la inflamacion es el ALOX5AP-rs4769874. En nuestro estudio,
este marcador tampoco mostrd una asociacion con la posibilidad de padecer AT, sin
embargo, las frecuencias alélicas y genotipicas reportadas concuerdan con las
existentes en la base de los 1000 genomas. El estudio de este polimorfismo y su
asociacion con las ECVs ha captado el interés de los investigadores en los ultimos
afnos, ya que algunos estudios sefialan que los leucotrienos de clase cuatro, son
importantes mediadores que potencian la aterosclerosis al amplificar las reacciones
inflamatorias (Kaushal et al., 2007; Wang et al., 2014). Estos estudios han asociado al
alelo A con el desarrollo de ACV (RM= 1.537, I1Cgs5%, =1.099-2.136; p=0.01) en
poblacion libanesa (Merhi et al.,2015), mientras que en una poblacion de Estados
Unidos fue el alelo G el que result6é asociado con ACV de tipo cardioembdlico, de vasos
de gran calibre y de origen desconocido (RM=6.0, ICos%, 1C=2.3-16.7; p<0.01;
RM=3.9, I1Cg5%,=1.6-9.7, p=0.001; RM=2.5, 1Cg5%,=1.3-4.8, p=0.003, respectivamente),
ademas de que exhibié diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre
individuos con origen caucésico y aquellos con origen africano (Kaushal et al., 2007).
Sin embargo, debido a que la frecuencia del alelo menor es muy baja (0.07) en nuestra
poblacién, se recomienda estudiar a este polimorfismo en una muestra mucho mas
grande. Sin embargo, la incongruencia reportada en los datos publicados podria
sugerir la necesidad de correccién por estratificacién poblacional (Moreno-Estrada et
al., 2014).

El ultimo marcador evaluado fue el SOD2-rs4880. Este marcador mostro
frecuencias alélicas y genotipicas variables al compararlas con otras poblaciones,
mostrando asi una gran variabilidad interétnica. Aunque nosotros no pudimos
establecer una asociacion con la AT, un estudio realizado en individuos brasilefios
encontrdé que los sujetos heterocigotos (AG) y homocigotos AA presentaron un mayor
nivel de ox-LDL en comparacion con los individuos GG (Gottlieb et al., 2005). En este
mismo sentido, otro estudio concluyé que el alelo G incrementa la actividad de la SOD2
protegiendo a los macréfagos en contra de las ox-LDL reduciendo la apoptosis y como
consecuencia la formacion de la PA (Bresciani et al., 2013). Desde el punto de vista

antioxidante, el estudio de los polimorfismos presentes en SOD2 es de suma
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importancia ya que diversos estudios soportan que el polimorfismo rs4880, estudiado
en el presente trabajo, provoca un cambio de una alanina a valina lo que puede causar
alteraciones estructurales en el dominio blanco de la proteina, provocando un cambio
en la estructura de a-hélice a hoja 3, disminuyendo en un 30 a 40% en la actividad de
SOD2 en mitocondria, por lo que consecuentemente habria un aumento en los niveles

de estrés oxidante y dafio cardiovascular (Fukai & Ushio-Fukai, 2011).

De manera integral, los hallazgos para los marcadores de P22phox-rs4673 y
APOA4-rs5104, destacan la participacion de ambos polimorfismos en la AT, ya que
por un lado P22phox podria estar favoreciendo la oxidacion de las ox-LDL, mientras
que APOA4 podria tener un papel protector al fungir como un antioxidante o bien
promoviendo la oxidacion al favorecer un estado dislipidémico. No obstante, como se
mencion6 anteriormente, los polimorfismos incluidos en este estudio al encontrarse
relacionados con la oxidacion de las LDL resaltan la importancia del estudio de genes
en conjunto, ya que, al referirse a una enfermedad compleja y poligénica, el estudio
aislado de los genes es un factor limitante para encontrar asociaciones con la
enfermedad (Mazaheri et al., 2017; Wong et al., 2004).

Finalmente, aunque nuestro proyecto presentd algunas limitantes como el tamafio
de la muestra y la falta de control en la evaluacion de la variable de consumo de
cigarro, los hallazgos de este trabajo resaltan la importancia del estudio de la
contribucion del componente genético y ambiental en la aterotrombosis en una
poblacion compleja como lo es la mestiza mexicana. Hay que tomar en consideracion
que la presencia de la sub-estructuracion poblacional esta intimamente ligada con la
diversidad historica, cultural, linguistica y genética que se gestaron en nuestro pais
con la llegada de la colonizacion y los esclavos africanos, lo cual derivo en un proceso
de admixture entre Nativos Americanos, Europeos y Africanos dando caracteristicas
Unicas a nuestra poblacion (Martinez-Cortés et al., 2012; Noris et al., 2012; Santana
et al., 2014), por lo que los estudios de asociacién genética que se realicen en la
poblacibn mexicana deberan tomar en cuenta estas caracteristicas, siendo lo

recomendable realizar un pareamiento por ancestria.
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Desde el punto de vista toxicolégico, una limitante en el presente proyecto fue
gue no se obtuvo informacién acerca de los fumadores de segunda mano, ademas de
que posiblemente por el limitado nimero de muestra, nuestros resultados en el género
femenino no pudieron ser iguales de contundentes como lo fue en el caso de los
hombres, por lo que se recomienda evaluar si las personas se encuentran expuestas
al humo de segunda o tercera mano asi como aumentar el nUumero de muestra y el

conocimiento del estado hormonal de las mujeres de estudio.

8. Conclusiones

v La hipercolesterolemia, la hipertensién, los antecedentes familiares, asi como
la condicion de fumador y el habito tabaquico se encontraron asociadas
positivamente con una mayor probabilidad de padecer AT.

v' El género masculino mostr6 mayores probabilidades de padecer AT en
comparacion con el género femenino.

v El ser fumador es un factor de riesgo determinante de AT, independientemente
de los antecedentes familiares.

v' En lo que respecta a la parte genética del proyecto, tanto el genotipo AA del
marcador P22phox-rs4673, como su contribucion mediante un modelo recesivo,
mostré una asociacion positiva con el desarrollo de AT.

v El analisis de estructuracion poblacional, los analisis de MDS y el analisis de
diferenciacion poblacional, dieron a conocer que existen dos sub-poblaciones
dentro de nuestra poblacion de estudio: la de casos separada de las de
controles y control genémico.

v" En general, los polimorfismos en los loci LOX-1, ALOX5AP y SOD2, mostraron
una gran variabilidad interétnica, siendo esta una de las razones principales por
las que no encontré asociacion de estos polimorfismos con la AT.

v" Finalmente, los estudios de asociacion genética en poblaciones complejas son
un gran reto para la investigacién, sin embargo, la realizacion de estos estudios

en nuestra poblacion nos permitiria conocer cuales son aquellas variantes
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genéticas que pueden conferir cierto riesgo para el desarrollo de las
enfermedades complejas, tales como la aterotrombosis y asi mejorar los
métodos de atencidn y diagnostico previo al desarrollo de la enfermedad. No
obstante, estos estudios deben ser soportados por estudios descriptivos de
genética poblacional, los que han demostrado reducir significativamente las
falsas asociaciones, relacionadas con la arquitectura genética de la poblacion

mas que con la asociacion fenotipo-genotipo.

9. Perspectivas

Como perspectivas a este proyecto se tienen las siguientes:

v' Aumentar el tamafio de la muestra con la finalidad de hacer mas claras las
posibles asociaciones que se vieron limitadas por el nimero de individuos
estudiados en el presente estudio.

v Realizar la genotipificacion de un control ancestral, lo que podria dilucidar
incluso la asociacion entre la predisposicion y la carga ancestral.

v Realizar un estudio con los diferentes citocromos relacionados al metabolismo
de la nicotina y conocer la influencia de estos en el desarrollo de la AT.

v' Realizar el andlisis multiloci, para conocer si estas combinaciones elevan la

probabilidad de padecer AT.
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