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1. Introduccion

lsa_aterosclerosis, la patologia subyacente de la enfermedad arterial coronaria, es
unasenfermedad multifactorial, muy comun, con factores de riesgo genéticos y
ambientales. Su herencia se estima en un 50-60%, pero sus bases genéticas no
estan completamente dilucidadas, aunque muchos genes, involucrados en
inflamacion, metabolismo de lipidos, coagulacién, y regulacion de tono vascular,
han sido asociad@s.eon varios fenotipos relacionados con aterosclerosis. [1-3]

En todo el mundo, tan solo hasta el afio 2016, murieron 12,077,370 millones de
personas al afio por €enfermedades del corazén, de las cuales 9,433,224
corresponden exclusivamente\a enfermedad arterial coronaria (52.8% del total de
muertes por causa cardigvascular). En México, también las enfermedades
cardiovasculares son la primera causa de muerte, con 123,900 defunciones
registradas por enfermedad cardiaca y(101,400 por enfermedad arterial coronaria
qgue en términos porcentuales superamos, la~frecuencia mundial (63.5% EAC en
México). [4]

La enfermedad arterial coronaria (EAC) tiene “Una etiologia multifactorial con
participacion de factores genéticos y ambientales, por lo que la identificacién de
genes de susceptibilidad es muy importante para el desarrolle de tratamientos mas
eficaces y la prediccion de riesgo de la enfermedad. El apdlisis de diversos
polimorfismos hallados en genes candidatos, que codifican/"para proteinas
importantes para el correcto funcionamiento del sistema cardiovascular, esta siendo
estudiado en poblacion mexicana, para conocer la genética de la enfermedad

cardiovascular.[5, 6]



1.1 Epidemiologia de la enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares constituyen uno de los principales problemas
de“salud a nivel mundial.

En el mundo solo hasta 2016, morian 12, 077,370 millones de personas al afio por
enfermedades del corazén, de las cuales 9,433,224 corresponden exclusivamente
a enfermedad™arterial coronaria (52.8% del total de muertes por causa
cardiovascular).

En México, hasta 2016, segun reportes de las causas de muerte, de la Organizacion
Mundial de la Salud, habia 123,900 muertes por enfermedades cardiovasculares y
de éstas, 101. 400 fueron a gausa de enfermedad arterial coronaria, es decir, mas
del 63% del total de muertes en México por enfermedad cardiovascular fueron por
EAC. [4]

Las enfermedades cardiovasculares” (ECV) incluyen varias enfermedades del
corazén y de los vasos sanguineos) pere“ne hay universalmente aceptada una
definicion del término ECV. La Ameriean Heart”Association (1999), define las ECV
incluyendo la hipertension o presion sanguinea alta, la enfermedad arterial
coronaria (EAC), angina de pecho (transitorio dolorsde pecho asociado con un
inadecuado suministro sanguineo al musculo cardiaco), infarto de miocardio (con o
sin elevacion del segmento ST), enfermedad reumatica del corazén, defectos
cardiovasculares congénitos e insuficiencia cardiaca. De estas ‘variantes de las
enfermedades cardiovasculares, las que cobran mas vidas“.son aquellas
relacionadas con alteracion en el funcionamiento normal, de las arterias.coronarias,

y el comun denominador de la EAC es la presencia y desarrollo de aterosclerosis.



TaBLA 1. Principales causas de mortalidad a nivel mundial

Muertes % total de
Lugar Causa (millones) muertes
0 Todas las causas 56,874 100
1 Enfermedad isquémica del corazén 9,433 16.6
2 Infarto cerebral 5,781 10.2
3 EPOC 3,041 5.3
4 Infecciones de vias respiratorias bajas 2,957 5.2
5 Alzheimer y otras demencias 1,992 3.5
6 Céancer'de traquea, bronquios y pulmén 1,708 3
7 Diabetes mellitus 1,599 2.8
8 Accidente vehicular 1,402 2.5
9 Enfermedades diarréicas 1,383 2.4
10 Tuberculosis 1,293 2.3
[7] 2000-2016
TaBLA 2 Principales.causas de muerte en México
Orden Principales_causas Defunciones  Porcentaje (%)

Total 623,600 100
1 Enfermedades delcorazén 116,002 18.6
2 Enfermedades isquémicas-del corazon 79,301 12.7
3 Diabetes mellitus 89,420 14.3
4 Tumores malignos 75,229 12.1
5 Accidentes 36,293 5.8
6 De trafico en vehiculos de motor 15,847 25
7 Enfermedades del higado 34,765 5.6
8 Enfermedad alcohdlica del higado 12,760 2
9 Enfermedades cerebrovasculares 32,675 5.2
10 Agresiones 23,068 3.7

[8] 2013

1.2 Fisiopatologia de la aterosclerosis
1.2.1 Enfermedad arterial coronaria
La enfermedad arterial coronaria es la principal causa de enfermedades

cardiovasculares, caracterizada principalmente por la acumulacién de células



inflamatorias, lipoproteinas y tejido fibroso en la tunica intima arterial. [9] La
enfermedad puede iniciar desde la infancia y progresar en un estado subclinico, y
eventualmente se manifiesta pasada la cuarta década de la vida. [10] El
engrosamiento progresivo de la pared arterial por la formacion de placas
ateroscleroticas, conlleva complicaciones cardiovasculares a causa de la formacion
de trombos en"las placas, y ocasiona asi la estenosis de la luz vascular y la
consecuente necrosis del tejido afectado. [11] [12]

Los procesos fisiopatologicos que conducen a aterosclerosis son desencadenados
por factores de riesgo ‘eardievasculares modificables, tales como la diabetes, el
tabaquismo, la hipertension arterial, la dislipidemia, y la hiperhomocisteinemia, y
factores de riesgo cardiovasculares no modificables como la edad, el género, la
historia familiar y la susceptibilidad genética. [13] Adicionalmente, la identificacion
de caracteristicas como los niveles de lipoproteina anormal y fibrindlisis, ejerce un
papel importante en el inicio y la progresion de la aterosclerosis. [14] Los factores
de riesgo modifican a los mecanismos“moleculares y celulares asociados a estrés
oxidativo, inflamacioén y coagulacion, principales vias ypatoldgicas precursoras de la
enfermedad aterosclerética. [15] Ademas, la interaecion de factores intrinsecos
(susceptibilidad individual) y extrinsecos (medio ambiente) determinan la aparicion
de la enfermedad y posibilitan la identificacion de fenotipos de riesgo. [16] [17]

La enfermedad arterial coronaria representa un problema de salud_publica y sin
embargo, el conocimiento existente acerca de las causas o factores.involucrados
en su desarrollo es poco concluyente. Durante los dltimos afios se.ha. podido

demostrar que los eventos tempranos de la enfermedad estan asociados con una



disfuncion del endotelio vascular, seguida por la formacion de la estria grasa y la
aparicion posterior de procesos aterotrombaticos. [18]

Actualmente se plantean como vias precursoras de aterosclerosis: el estrés
oxidativerasociado a disfuncion endotelial, la inflamacién asociada a la formacion y
progresion de la placa de ateroma y la coagulacion relacionada con la aparicion de
eventos trombéticos cardiovasculares.

La funcion arterial.es controlada por diferentes sustancias liberadas por el endotelio
gue controlan mecanismes de relajacion y contraccion vascular, trombogénesis y
fibrindlisis, asi como la a¢tivaeion e inhibicion de mecanismos inflamatorios. [19] [20]
Este fino equilibrio mantiene altejido endotelial en un estado caracterizado por bajos
niveles de radicales superoxido, de adhesion leucocitaria, y de permeabilidad, asi

como también por una signifieativa disponibilidad de vasodilatadores. [21]

Ficura 1. Arteria sana. Captacion normal de lipidos. [22]
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Cuando este control se afecta por cambios en el flujo sanguineo y concentraciones
altas de especies reactivas de oxigeno, se altera la funcién endotelial permitiendo
la sobreproduccion de radicales superéxido, la disminucion en la disponibilidad de
oxido nitrico y la expresion de mecanismos pro apoptoticos y pro trombaoticos. [23]
[24] Se reconoce al estrés oxidativo como un regulador clave de procesos
fisiologicos y fisiopatologicos de las células vasculares como la oxidacion de lipidos
y proteinas en la-pared de la arteria y por lo tanto se puede considerar un evento
temprano en la aterogénesis. [25] [26] El estrés oxidativo promueve la reduccion de
oxido nitrico y la sobreexpresion de moléculas inflamatorias. [27] Por otra parte, la
produccion de radicales peroxido inducen la proliferacion de células del masculo liso
vascular mediado por el factor'de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). [28]
Las especies reactivas de oxigeno son también muy importantes en la activacion de
las plaguetas en la respuesta_temprana al dafio vascular, representando
mecanismos claves en el inicio de/fendmenos aterotrombdticos. [29] Las especies
reactivas de oxigeno tienen diversos ‘efectos en la sefializacion, la modificacion de
moléculas y los dafios a los sistemas biolégicosy”con base en su capacidad de
interactuar con componentes celulares especificos. [30].

El 6xido nitrico (NO) es el vasodilatador mas importante producido por el endotelio
arterial, se forma a partir del aminoacido L-arginina por la accion de la enzima éxido
nitrico sintasa (eNOS) y la Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). [31]
[32]

El 6xido nitrico, se forma a partir del aminoacido L-arginina por la accion de la
enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS) y la Nicotinamida adenina dinucleétida_fosfato

(NADPH). La disfuncién endotelial comienza con la disminucion en la produccion
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del 6xido nitrico y la sobreproduccion de vasoconstrictores, que desencadenan la
regulacion alterada de mecanismos proinflamatorios e aumentan la permeabilidad

arterial, el crecimiento celular en la pared arterial y el estado hipercoagulante. [33]

Sintesis de oxido nitrico
Con O, Sin O,
o Y1 NO;
L-arginina L-citrulina
7 NADPH
NOS |m===d-¥NO NO, | &==| NO;
reductasa
w \
NADP
NADPH NADP
0,

rEr w =

Ficura 2. Sintesis del 6xido nitrico

La modificacion en la funcionalidad-endotelial es el resultado de la apoptosis y el
estado protromboético de la célula endotelial,eventos originados a partir de la
exposicion constante del tejido arterial a elevados niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS). [34]

La sobreproduccion de ROS, es promovida por la presencia/de factores de riesgo
cardiovascular, principalmente tabaquismo, hiperhomocisteinemia, dislipidemia y
diabetes mellitus, que contribuyen al dafio continuo en la pared arterial y establecen
un estado constante de estrés oxidativo. El tabaquismo aumenta la ‘preducciéon de

especies reactivas de oxigeno (EROs) debido a que compuestos €omo los
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hidrocarbonos aromaticos policiclicos y la nicotina, reducen la producciéon y

disponibilidad del 6xido nitrico. [35].

£
Diabetes Dislipidemia Tabaquismo
EROs .
L-Arginina e l —
0, — > €el0s
NADPH 4 - . L-citrulina

Ficura 3. Factores de riesgo cardiovascular y la sintesis de 6xido nitrico.
EROs: Especies reactivas de oxigeno, eNOS: Oxidonitrico sintasa, NO: Oxido nitrico,
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido-fosfato.

En pacientes con hiperhomocisteinemia, los.niveles elevados de homocisteina
afectan la biodisponibilidad del ON debido al agotamiento del vasodilatador ya
constituido, a causa de su reaccién con la homocisteina para formar S-
nitrosohomocisteina. [36]

Por otra parte, las altas concentraciones de colesterol y triglicéridos, observados en
pacientes dislipidémicos, influyen en la sobre-regulacion de larenzima NADPH
oxidasa y la produccion de radicales O2-. [37]

En pacientes diabéticos se ha observado la sobre-regulacién de la inflamacion y la

sobreproducciéon de EROs que incrementan la peroxidacion lipidica, inhibiendo la
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accion de la eNOS vy la produccién de ON y reduciendo la respuesta en tejidos
blanco. [33] La hiperglicemia promueve la sobreproduccion de EROs, resultado de
la glicacion de lipidos y proteinas intra y extracelulares que lideran la generacion de
productes,finales de glicacion (AGEs) [30]

Los AGEs se unen a sus receptores RAGEs (receptor de productos finales de
glicacion) situadas.en macréfagos, monocitos y células del musculo liso vascular,
amplificando la respuesta inflamatoria, el incremento de la permeabilidad vascular
y el estrés oxidativo. [38] El descenso en la producciéon de ON observada en
personas diabéticas se.debe a la activacion de la proteina quinasa C, cuya
expresion disminuye la actividad de la eNOS y el incremento en la produccion de
vasoconstrictores como la endotelina-1. [39] De la misma forma, la proteina quinasa
C mejora la expresion de moléculas de,adhesion a la pared del vaso, mediando asi
procesos de activacion del endotelio arterial. [40]

1.2.2 Inicio de la formacion de la placa.de ateroma: activacion del endotelio

La activacion del endotelio involucra la‘expresién de moléculas de adhesion celular
como la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesién
vascular endotelial-1 (VCAM-1) [41] facilitando ‘el reclutamiento de células
inflamatorias y la acumulacion constante de lipidos en las€apa intima de la arteria.
Ademas, la permeabilidad de la pared arterial controla la retencion de particulas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) quimicamente modificadas. [42] Esta
modificacion quimica, que ocurre en el espacio subendotelial arterial,;"comprende
principalmente procesos de acetilacion y oxidacion. [43] La oxidacion'de_las LDL,
se asocia con procesos aterogénicos que median el reclutamiento de monocitos a

la intima arterial; mejoran la tasa de captacion de lipoproteinas y facilitan la
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continuidad del proceso inflamatorio y la expresion de mecanismos protrombaticos.
[44] [45] Ademas, la constante expresion de moléculas de adhesion y la oxidacion
departiculas de LDL, producen la expresion de citosinas, quimiocinas y selectinas,
[46] [4ZJ-agudizando asi la respuesta inmune y conformando el inicio de estrias
grasas, que constituyen la primera lesion visible de la enfermedad arterial coronaria.
1.2.3 Fermacion de la placa: mecanismos inflamatorios
Los pasos de la adhesion leucocitaria tradicional incluyen la captura, el rodamiento,
la activacion, la adhesion y la migracion transendotelial. [48] Estos pasos en la
cascada de adhesion es.mediado por moléculas de adhesion, las cuales se dividen
en cuatro grandes familias:™, 1. Selectinas, 2. Ligandos de selectinas, 3.
Inmunoglobulinas (ICAM-1 y VCAM-1) y 4. Integrinas. [49] La union de selectinas
(expresadas en la pared ‘eéndotelial) y ligandos de selectinas (presentes en los
leucocitos) median la atraccion.y_el rodamiento de las células, mientras que las
moléculas pertenecientes a las familiade las‘inmunoglobulinas y las integrinas estan
involucradas en la adhesion y migracién leucocitaria al interior de la arteria. [50] [51]
Los leucocitos migran en respuesta a la acciéon de guimiocinas como la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1) y los ligandos 5 y 2 de quimiocina y
fractalquina. [43]. La diapédesis de leucocitos al interior de‘la.pared arterial requiere
un gradiente quimiotactico de concentracion de quimiocinas; igualmente, la
expresion de las mismas modera las caracteristicas adhesivas de las integrinas y el
reclutamiento de leucocitos. [52] La presencia de monocitos en”elinterior del
espacio subendotelial, genera la produccion del factor estimulante de“colonias de
macréfago (M-CSF), quien estimula la conversion de monocitos en macréfagos. [53]

Los monocitos también pueden diferenciarse en células dendriticas, pero depende
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FIGURA 4. Dafio endotelial. [22]

de las condiciones microambientales, asi como del tipo)de citoquinas presentes en
la placa en formacion. [54] También se observan (@lgunos subconjuntos de
monocitos (principalmente CD14"CD16'CCR2" y CD14'CD16*CX3CR1") dentro de
la placa aterosclerdtica y presentan diversos marcadores y.eomportamientos
durante la inflamacion. [55] [56] Recientemente se han asociade de manera
significativa, las altas concentraciones del subconjunto monocitario ‘€D14*CD16
CCR2* con un espesor incrementado de la intima-medial carotidea y con*una alta

vulnerabilidad a desarrollar placas ateroscleréticas coronarias. [57] También otras
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células inflamatorias, como las células dendriticas y los linfocitos T, se distribuyen
mayormente en areas de neovascularizacion, la cual representa el crecimiento de
la*vasa vasorum dentro de la arteria, caracteristico de placas susceptibles de
ruptura.{54] [58]
1.2.4 €recimiento de la placa: formacién de células espumosas.

Los macrofagesyexpresan en su superficie, receptores especificos para oxLDL
denominados receptores “scavenger” que incluyen a los receptores CD36, CD68 y
el receptor 1 de la 0xLDL. [59] Debido a que los fosfolipidos oxidados, principales
componentes estructurales-de las oxLDL, son ligandos de estos receptores, el
colesterol es internalizado haeja los macréfagos, y las enzimas lipoliticas degradan
el colesterol a ésteres de colesterol. [60] Estos ésteres son hidrolizados al interior
de los macréfagos para liberar el Colesterol no esterificado y se transfieren al
colesterol de la lipoproteina de/alta ‘densidad por medio de la enzima ABCAL,
mecanismo denominado transporte) reverse de colesterol. [61] La continua
internalizacion de oxLDL desencadena la formacion de cuerpos apoptoéticos y la
interaccion de AGEs con células inflamatorias, en el'caso de las personas diabéticas
agudizan la respuesta inflamatoria con la sobreexpresién del factor nuclear kappa-
B (NF-kB), [62] el cual regula la produccién y “expresion de citoquinas
proinflamatorias, principalmente factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) [63]
interferon y e interleucinas 1, 6 y 18, que alteran la distribuCién de complejos
caderina-catenina del endotelio vascular, al tiempo que reestructuranas uniones
intercelulares, permeabilizan el tejido endotelial y facilitan el ingrese.'de, mayor
cantidad de particulas de LDL y la adhesion transmigracion de leucocitos! [64] La

destruccién de las células espumosas esta acompafiada por la acumulacién de
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lipidos y de oxLDL que pueden causar dafio extenso en el ADN y perpetuar la
muerte celular. [65]

Laaceion del NF-Kb también influye en la regulacion genética del ciclo de las células
del museulo liso vascular, promoviendo un fenotipo proliferativo y migratorio de la
capa media de la arteria hacia la capa intima, rodeando el ndcleo lipidico necrético
y conformande™el fibroateroma. [66] aunado a esto, la NF-Kb también estimula la
expresion de la ‘metaloproteinasa-1, la cual esta implicada en la degradacion de
colageno, principal ‘componente de la matriz extracelular y le confiere una alta
susceptibilidad de rupturasa-una placa aterosclerética inestable. [67]

1.2.5 Ruptura de la placa; mecanismos de coagulacion y trombosis arterial.

La morfologia de la placa es,crucial en el desarrollo de la trombosis arterial y en la
aparicion de enfermedadéeS.cardiovasculares. [68] Las lesiones aterosclerdticas
tipicas se componen por un nucleo lipidieo-rodeado de una capa fibrosa compuesta
principalmente por células del musculo=liso vascular y colageno, que le da
resistencia e impide la ruptura de la placa y los posibles eventos trombéticos
subsecuentes. [69] La vulnerabilidad de la placa asayruptura, depende del tamafio
y las placas inestables presentan mas procesos relacionados con angiogénesis,
mayor estrés oxidativo y apoptosis, asi como tasas més-altas de protedlisis e
inflamacion. [70]consistencia del ndcleo ateromatoso, los niveles de colageno
reducidos y la capa fibrosa delgada, asi como la inflamacion al interior. de la placa 'y

la fatiga de la cubierta fibrosa.
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Ficura 5. Progresion de la placa. [22]

Las placas estables se caracterizan por presentar mayor disfuneiony permeabilidad
endotelial, mayor activacion plaquetaria y reclutamiento leucoeitario y mejor
remodelado vascular. La trombosis arterial es un proceso patolégice dinamico,
como resultado de una alteracién en las funciones del endotelio arterial, €l cual se

comporta con un fenotipo vasoconstrictor, procoagulante, activador plaguétario e
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inhibidor de procesos anti-fibrinoliticos. [71] Los procesos inflamatorios
subsecuentes a la activacion del endotelio aumentan la expresion de moléculas
protrombdticas como el factor tisular, inhiben la actividad fibrinolitica y alteran sus
propiedades antiagregantes y vasodilatadoras. La interaccion molecular de vias
patologicas de trombosis y fibrindlisis, media el inicio y la progresion de un evento
agudo tromboti€o dentro de las lesiones aterotrombéticas. [72]
1.2.6 Hemastasia primaria y mecanismos protrombaéticos

El sistema hemostatico vascular se ejecuta a través de una red de procesos formado
por el sistema plaquetario; coagulacion y vias anticoagulantes vy fibrinoliticas. [70]
La funcion de las plaguetasCen el tejido endotelial vascular, esta asociada a
mecanismos inflamatorios, trombosis y enfermedades cardiovasculares a través de
interacciones moleculares”_entre receptores del tejido endotelial, plaquetas y
leucocitos. [73] Luego de la ruptura y elsdafio en la pared arterial, proteinas de la
matriz extracelular altamente reactivas a plaguetas, incluyendo colageno, factor von
Willebrand (VWF), fibronectina y laminina, al sér expuestas al torrente sanguineo,
mejoran la expresion de receptores en la superficie’plaquetaria. [74] [75]

El factor tisular es producido de forma dependiente de*IL-6, angiotensina Il, oxLDL
y TNF-qa, y representa un paso importante en la generacién.de trombina. [76] que
actua suprimiendo dos péptidos de bajo peso molecular del fibringgeno, dando lugar
a monémeros de fibrina que se aglomeran formando y estabilizando el reticulo del
trombo. [65] [77] Posteriormente, las citoquinas proinflamatorias (principalmente IL-
1 y TNF-a) y los neutrdfilos activados afectan las vias anticoagulantes naturales

(antitrombina, sistema de proteina C e inhibidor de la via del factor tisular) [78].
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Durante la activacion plaquetaria, la trombina, es uno de los factores de coagulacion
mAs potentes a través de los receptores plaquetarios activados por proteasas,
espegificamente las clases 1 y 4 en plaguetas humanas [79], moléculas que
participan, también en la respuesta pro-inflamatoria observada en la artritis
reumatoide y-la estenosis. La accidn de la trombina, también aumenta la expresion
de IL-8, MCP-1"y E-selectina en células endoteliales que al unirse con receptores
plaquetarios activados por proteasas clase 2, conllevan a una sobrerregulacion de
la respuesta inflamatoria,smayor produccion de EROs, asi como expresion de otras
moléculas de adhesion ceelular. [80]

Los fenbmenos de activacion’y, agregacion plaguetaria continian con el proceso
trombadtico normal, pero uno,de,los factores relacionados con la susceptibilidad de
presentar eventos cardiovaseulares,es la disfuncion plaquetaria relacionada con la
hiperreactividad de las plaquetas, fengmeno observado en pacientes diabéticos
[81], en los que la adhesion y la agregacién’plaquetaria ocurre mas facilmente que
en personas no diabéticas, y los niveles de fibrindgeno son mas elevados, de ahi
que la diabetes se considere como un estado hipercoagulante. [82]

1.2.7 Activacién, adhesion y agregacion de las-plaguetas

A la activacidon plaquetaria, le siguen por procesos deratraccion, rodamiento y
adhesion en la pared arterial dafiada, donde, la interaccién de la plagueta con el
colageno de la matriz extracelular es mediada por la glucoproteina/VLy la integrina
a2P1. [83] La adhesion especifica de las plaquetas se regula por la interaccion entre
el receptor de la glucoproteina Ib/V/IX en la superficie plaguetaria y el VWE.y entre

la glucoproteina VIy el colageno expresado en los sitios de la lesion del vaso.'[84]
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Ficura 6. Ruptura de la placa. [22] ° @

Las plaquetas, una vez adheridas, liberan el contemdoé/sus granulos y sobre-
regulan la funcién de ciertas moléculas adhesivas como la @grina aibPs , molécula
gue se une a multiples ligandos entre ellos el VWF, el fibrinég%ﬁ’o, la fibrina y la
fibronectina, [85] indispensables para la formacion estab?é agregados
plaquetarios; ademds, secretan mediadores aterogénicos, con@ﬁoquinas,

guimiocinas, factores de crecimiento, moléculas de coagulacion y factores de la
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coagulacion, [70] mejorando la respuesta inflamatoria y protrombdtica,
caracteristica de los fenomenos aterotrombaoticos.

Actualmente, en el campo de la biologia molecular, se estan estudiando,
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) que se pueden encontrar asociados
significativamente con la EAC. Estos polimorfismos genéticos, son variaciones
presentes en un'gen, que pueden o no, alterar la funcidn de la proteina codificada,
sin embargo, a pesar. de esto, su frecuencia y su asociacion con otros polimorfismos
en el mismo cromosoma (haplotipos), pueden llegar a ser un factor de riesgo
genético, cuando, aunade“a,esta carga genética, el organismo se enfrenta con los
factores de riesgo cardiovasculares, descritos anteriormente, (tabaquismo,
dislipidemia, etc.) aumentando asi el riesgo de presentar la enfermedad a temprana
edad (EAC prematura). En"México, el Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio
Chavez, desde el afio 2012, ha.venido‘analizando a la poblacion mexicana, a través
del proyecto GEA (Genética de la Enfermedad Aterosclerética), cuyo principal
objetivo es investigar los factores “genéticos asociados con EAC prematura,
aterosclerosis subclinica y otros factores de riesgocoronarios, entendiendo a la
EAC prematura como aquella que se presenta antes-ge los 55 afios en hombres y

antes de los 65 afios en mujeres.
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1.3 Regulacién génica

1.3.1 Estructura de los genes
Para.poder entender como una variante puede afectar la expresion o la regulacion
génica,.es indispensable hacer énfasis en la estructura de un gen eucarionte. Un
gen esta conformado por secuencias intronicas y exonicas, asi como dos regiones
UTR (regiones”que no se traducen, por sus siglas en inglés) en el extremo 3’ y en

el extremo 5’ del gen.

(a) Secuencia de
Gene 2 Polyadenilacidn
Sitio de incio = o couondon e AAUAAA
de |a transcripcion Sitio de inicio traduccion AGA; e
\ de la traduccion UAA, UAG Tt el
Promotor AUG GU'A AG GU A AG &

5 T o — o— '
T T ssss———— N\ ) esss— J—
Secuer\{c.ig'lider Exon 1 Intren 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 Treﬁéﬁjﬁ
0 5' no traducida Secuencia 3' no
FicurA 7. Representacion«de un gen-eucarionte. [86]
Asimismo, la expresion del gén/se encuentra dada por la region promotora, la cual
se localiza corriente arriba del gem, en los\genes eucariontes cada gen tiene su
propio promotor (Ficura 11).Debido @ que “cada regidon génica tiene una funcién
especifica, los polimorfismos o mutaciones localizadas en cada una de estas
regiones, pueden tener un efecto diferente sobre la €xpresion génica y su producto,
por lo que es indispensable conocer la region en la que se“encuentran las variantes
génicas, para determinar su efecto. [87]
1.3.2 Genética de la enfermedad arterial coronaria
La Enfermedad Arterial Coronaria (EAC) es una enfermedad compleja, con origen

multifactorial. Desde 1964, Geoffrey Rose asocié la enfermedad cardigvascular con

un componente hereditario. [88]
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En la actualidad, el factor hereditario de la ECV y la EAC sigue siendo considerado
como determinante para el desarrollo de este grupo de patologias. Es por esto que
la “Asociacion Americana del Corazon, considera como un factor de riesgo
independiente al desarrollo de EAC el antecedente de un familiar de primer grado
con ECV prematura (menos de 55 afios en hombres y menos de 65 afios en
mujeres). [89]

En relacién con [a.EAC, la predisposicion genética y los factores ambientales, como
los son la malnutricion, el:sedentarismo y la insuficiente cantidad de suefio, facilitan
el depdsito de colesteroly calcio a nivel subendotelial conllevando al desarrollo y
crecimiento de la placa de ateroma. Asimismo, los factores genéticos que modifican
el fenotipo, la expresion y el producto de la transcripcion, guardan una estrecha
relacion con la disfuncién.-endotelial, asi como el estado proinflamatorio y
protrombdtico a nivel vascular, lo que facilita el crecimiento de la placa y
eventualmente la pérdida de estabilidad de“esta, culminando en su ruptura, la cual
se manifiesta a nivel de la circulacion‘coronaria clinicamente como SCA.

Aunque la mayoria de los casos de EAC son elresultado de la interaccién de
multiples variables gendmicas, existen casos de EAG"prematura que se asocia a
herencia mendeliana. Uno de los mas importantes “ejemplos son casos de
hipercolesterolemia familiar, causada por mutaciones en el gen PCSK9 el cual
regula el receptor de LDL, causando un defecto en el ligando de la-apolipoproteina
B (ApoB) secundaria a una mutacion (Arg3500GIn). [90]

Los estudios de asociacion genética han demostrado ser de gran utilidad para

entender la relacion que existe entre la genética y la ECV. En la actualidad; se han
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identificado por lo menos 153 loci asociados con EAC, de los cuales 46 han sido
validados en estudios de gran escala.
Alshablar de estudios de asociacion genética, es importante destacar que tienen sus
limitaciones debido a que requieren ser realizados en poblaciones especificas,
requieren um~tamafo de muestra bastante grande y son de caracter transversal.
Asimismo, nocomprueban la relacion fisiopatologica entre genotipo y fenotipo. A
pesar de esto, les‘estudios de asociacion genética han demostrado ser de gran
utilidad y la informacién que han provisto en el campo de la medicina cardiovascular,
ha sido de utilidad para-déscifrar parcialmente la patogénesis de la EAC e infarto
desde el punto de vista de la,genética y biologia molecular. [91]
La epigenética también desempefna un papel fundamental en el desarrollo de la
ECV, donde los cambios en la'regulacion de la expresion génica son generados sin
modificar la secuencia de ADN..[92]
Por medio de la epigenética, los génes de“una persona pueden ser alterados por
medio de su medio ambiente, es deeir, por sds)habitos alimenticios, la actividad
fisica y la cantidad de suefio reparador. La nutriCign juega aqui un papel muy
importante al modificar la metilacion de los genes hagia la produccion o inhibicién
de ciertas proteinas, las cuales pueden desempefarse. como protectoras o
riesgosas para la salud cardiaca. [93]

1.3.3 Genética de poblaciones
La genética de poblaciones es la rama de la genética enfocada en‘el.estudio de la
distribucion de los genotipos en las poblaciones, asi como el efecto. de las
frecuencias alélicas y los genotipos sobre las patologias o caracteristicas bioldgicas.

También, busca analizar los factores genéticos, ambientales, sociales y culturales,
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los cuales conjuntamente determinan la frecuencia y distribucion de las
enfermedades genéticas y multifactoriales en las familias, en la comunidad y grupos
étnicos.

El indicevde heterocigocidad es relevante en la genética de poblaciones. En
humanos este indice es de 0.0037 en el ADN gendmico, esto indica que 1 de cada
270 nucleotidesy varia entre dos individuos no relacionados. Esto se debe
principalmente amultiples variantes génicas entre las que se destacan los
polimorfismos de un solosnucleétido (SNP, por sus siglas en inglés), los cuales no
necesariamente tienen‘efecto fenotipico, debido a que gran parte del genoma
humano se encuentra conformado por regiones no codificantes. Asimismo, en
ocasiones las variables gengticas que existen en un individuo pueden comportarse
como factores de riesgo para presentar alguna enfermedad o ser el origen de la
patologia. (Guillen-Navarro, Ballesta-Martinez MJ, Lopez-Gonzalez V, 2011)

Es claro que la informacion derivada de estddios de asociacion representa un gran
avance en el entendimiento de las enfermedadées complejas y multifactoriales, entre
las que se encuentra la ECV. A pesar de esto enfla actualidad esta informacion,
representa un conocimiento que transformara la salud publica, debido a que
permitira generar perfiles de riesgos genéticos poblacionalés.e individuales. Esto se
traducira en politicas de salud publica con un enfoque distinto al, que existe en la
actualidad. Es indispensable considerar que esto generara un(cambio positivo, a
pesar de que en la actualidad interpretar toda la informacion existente\representa

un reto para la salud publica y otras multiples ramas de la medicina. [94]
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1.3.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg
Elequilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), también conocido como ley o principio de
Hardy-Weinberg, es un concepto relevante en la genética de poblaciones y es uno
de los pilares en los cuales se basa esta rama del conocimiento. EI EHW postula
que las frecuencias genotipicas de dos alelos dentro de una poblacion, permanece
constantes de““generacion en generacion después de una generacion de
apareamiento al‘azar, esto en una poblacion indefinidamente grande y aislada, en
ausencia de mutacion y seleccion natural.
Para que exista el EHW-algunos supuestos deben cumplirse:
- La poblacioén a analizar debeser diploide.
- La poblacién a analizar se_debe reproducir sexualmente.
- La poblacibn a estudiar” no contenga subgrupos y por consecuente el
emparejamiento sea aleatorio..Debidoa que esto generaria en el subgrupo un
efecto genético en el cual existasun incremento de la proporcién de genotipos
homocigotos a expensas del heterocigoto.
- La poblacion a analizar no sea pequefia, de manera que los acontecimientos al
azar no puedan alterar de manera radical una frecuencia alélica. En una poblacién
de tamafo reducido, efectos aleatorios como el aumento de fertilidad o la
supervivencia de portadores de una mutacion, pueden originar._gue la frecuencia
alélica se modifiqgue. También se puede reportar el efecto fundador. donde unos
pocos individuos migran hacia una zona previamente despoblada, loque\modificaria
la frecuencia alélica de la nueva poblacién.
- Exista inmigracion o emigracion de una poblacion, lo que puede alterar las

frecuencias alélicas de una poblacién predeterminada.
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- Seleccion natural, al existir seleccion natural los portadores de los alelos
protectores para la enfermedad sobrevivirdn y transmitirdn estos a la siguiente
generacion, modificando las frecuencias alélicas. [95]

Desde el~punto de vista de las matematicas el EHW se expresa con la siguiente
ecuacion: p2+2pg+qg2=1

p = Frecuencia'de_.homocigotos para el alelo A

g = Frecuencia de;homocigotos para el alelo a

2pg = Frecuencia de heterocigotos aA

Considerando la ecuaciépanterior y teniendo en cuenta que los alelos a 'y A son los
anicos reportados en el locus™a analizar, por lo tanto, la suma de p y q debe ser

100% o 1.

ptag=1

El EHW también es de utilidad al momente de estudiar las enfermedades de
herencia mendeliana, debido a que mientras lajpoblacion se encuentre en equilibrio
y sea lo suficientemente grande, se conozca la frecuencia de homocigotos para
algun alelo que genere alguna enfermedad de herenciarecesiva, se puede calcular
la frecuencia de portadores en la poblacion general para elalelo de riesgo. También,
se puede calcular el riesgo que existe para que los hijos de un portador de la
enfermedad tengan un hijo con la patologia al momento de procrear.con un individuo
de la poblacion general. [96] [97]
1.3.5 Desequilibrio de ligamiento
El término desequilibrio de ligamiento (el cual se expresa como DL) se refiete a una

asociacion no aleatoria de los alelos en dos o0 mas loci. Esto se debe a que durante
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la meiosis existe un entrecruzamiento de ambos cromosomas, el cual es aleatorio,
teniendo esto en cuenta, entre mas proximos sean dos alelos, mayor sera la
posibilidad de que ambos sean heredados juntos, siendo de utilidad para determinar
la tasa de recombinacion de un locus en particular. Adicionalmente, el desequilibro
de ligamiento, ha sido de utilidad para mapear el genoma humano y creacion de
marcadores ‘geneticos. En la actualidad existen Modelos computarizados que
determinan el desequilibrio de ligamiento, esto en ocasiones es expresado como
porcentaje y es interpretado como la posibilidad de que dos alelos sean heredados
juntos. [98] [99]

Dependiendo de la distanciasque existe entre los alelos en el mismo cromosoma
estos tienden a ser heredados‘en bloque como es el caso del Alelo ay Alelo b, a
diferencia del alelo c y d |oS.cuales ial encontrarse a mayor distancia no tienden a

ser heredados en conjunto. [100] [101] ver Ficura 12
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Célula diploide

pm Alelo a

pum Alelo C

e Al2lo d
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e Alelo b
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m Alelo a
s Alelo b

e Alelo a
 Alelo b

mm Alelo ¢

(sojaweb) sapjojdey se|njan

particular.

Ficura’8. Desequilibrio de ligamiento

La asociaciéon no aleatoria de alelosen.doS o.mas loci se debe al entrecruzamiento
de los cromosomas, el cual es aleatorio, tepiendo esto en cuenta, entre mas
proximos sean dos alelos, mayor sera la posibilidad.de que ambos sean heredados

juntos, siendo de utilidad para determinar la tasa de Tfecombinacion de un locus en
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Ficura 9. Modelo en bloques del desequilibrio‘de ligamiento.

En el Modelo de bloques del desequilibrio de ligamiento (LD) se observa cémo entre
mayor es la tonalidad roja de los bloques, mayor es el desequilibrio~de ligamiento
(LD) de los polimorfismos. [102]. Es decir, la frecuencia de asociacion de los alelos
es diferente a la esperada (mayor o menor) como cuando los loci son heredados de

manera aleatoria. Ver Ficura 13.
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1.4 Proyecto GEA: Genética de la Enfermedad Aterosclerotica

El proyecto GEA (Genética de la Enfermedad Aterosclerética) es una iniciativa del
Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez, laccual tiene como objetivo caracterizar los factores de riesgo asociados a
la genética derla ECV en la poblacion mestizo-mexicana. El proyecto GEA ha
estudiado la EAC@através de los fendmenos de aterosclerosis, trombosis, disfuncion
endotelial y EAC"prematura, asimismo se ha generado una cohorte bien
caracterizada de mas de 1000 controles clinicamente sanos y mas de 1000
pacientes con ateroscleresis,-subclinica, angina estable cronica y sindrome
coronario agudo (SCA). El primerteporte derivado de este proyecto fue en el 2012
por Villarreal-Molina y col., donde se reportan las caracteristicas iniciales de los
pacientes a estudiados, los métodos’ de enrolamiento para los fines de este
proyecto. [103]

Asimismo, en la actualidad se cuenta con ‘'mas de 22 publicaciones en revistas
nacionales e internacionales, asi como*multiples’tesis de licenciatura, maestria y
doctorado, derivadas de esta iniciativa. Debido a la granmcantidad de participantes y
al tiempo de seguimiento que han tenido los participantes, la gran mayoria de los
estudios realizados son estudios de asociacion geneética,#l0s. cuales tienen una
metodologia transversal. A pesar de esto, en la actualidad, se ha planteado que en
un futuro la metodologia de los estudios publicados relacionados al‘proyecto GEA
se modifique a longitudinal, con la intencion de generar un grupo de seguimiento.

El protocolo presentado en esta tesis es un estudio anidado al proyecto GEA.
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1.5 EL GEN PCSK9

PCSK9 (proproteina convertasa subtilisina/kexina 9) es un gen compuesto por 12
exonessubicado en el cromosoma 1p32.3 y codifica para la proteina del mismo
nombre, gue consta de 692 aminoacidos, siendo expresada principalmente en
higado, intestine y en menor grado rifiones, piel y cerebro. [104] Esta proteina se
encarga de regularla.activacion, inactivacion y/o traduccion intracelular de proteinas
secretorias, tales “como: factores de transcripcion, factores de crecimiento,
prohormonas, receptores de membrana, entre otras. [105] Este tipo de proteasas,
son tipicamente traducidas”en el reticulo endoplasmico como una proteina
precursora que se somete a una“escision autocatalitica del prodominio N-terminal
desde el dominio catalitico C-terminal. [106] El prodominio N-terminal permanece
unido, no covalentemente, al"'dominio catalitico; inhibiendo la actividad proteolitica,
hasta que ocurre un segundo evento de clivaje en el prodominio, que interrumpe
esta interaccion, permitiendo la actividad “eatalitica completa. Igual que otras
proteasas de su clase, PCSK9 también requiere un proceso intramolecular para un
plegamiento y trafico correcto, por lo tanto, las mutaciones en los sitios activos
resultan en retencion de un zimogeno PCSK9, no “procesado, en el reticulo
endoplasmico. [107] Sin embargo, a diferencia de otras proteasas subtilisina, no hay
evidencia de que el prodominio siempre se disocie del dominio catalitico. Incluso
después de su secrecion, el prodominio se asocia con el dominio‘catalitico, como
ya se evidencio por varios estudios que han caracterizado el complejo, PCSK9

secretado. [108] Ademas, dos estructuras cristalinas, publicadas de.PCSK9
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secretada, verifican que el prodominio permanece unido no covalentemente, con la
protefna madura y bloquea estéricamente la escision del sitio activo. [109] [110]

A pesarrde la aparente inhibicién de la actividad catalitica por el prodominio, el
complejo RESK9 secretado, es funcional, ya que la proteina purificada o el medio
acondicionado¢de células productoras de PCSK9, son capaces de disminuir los
niveles de LDL-R-Celular y la captacion de LDL-C. [111]

Esta enzima, tambien_es conocida como NARC-1 (neural apoptosis-regulated
convertase 1, por sus siglas en inglés) y fue descrita por primera vez en 2003, como
el noveno miembro de la familia-proproteina convertasa subtilisina/kexina. [112]
Estudios genéticos subsecuentes definieron a PCSK9, como el tercer gen en causar
hipercolesterolemia autosémica \dominante, (hipercolesterolemia familiar, HF)
ademas de los genes LDLR (feceptor de_lipoproteinas de baja densidad) y APOB
(apolipoproteina B), debido a una.serie ‘de”mutaciones con ganancia de funcion,
identificadas en familias con HF. [113] En consistencia con los resultados de estos
estudios, los sujetos portadores de las muataciones de pérdida de funcion (Y142Xy
C679X) presentaron una reduccion del 28% en los niveles plasmaticos de colesterol
LDL (LDLC), asi como una disminucion del 88% del riesgo’de EAC en una encuesta
de seguimiento de 15 afos. [114] Los resultados de los estudios.en humanos, estan
en concordancia con las observaciones hechas en ratas, donde, los niveles
plasmaticos de colesterol, se encuentran aproximadamente 50%_mas, bajos, en
ratas con el gen PCSK9 bloqueado (knock out), permitiendo la depuracion de

lipoproteinas del plasma. [115] Sin embargo, no se observaron anormalidades

35



fisiologicas o de comportamiento aparentes en ratas o humanos, portadores
heterocigotos, de mutaciones en el gen PCSK9, de pérdida de la funcion. [116]
1/5.1 Mecanismo de accion de PCSK9

PCSK9 interactia con LDL-R en el metabolismo del colesterol, por lo que es
importante meneionar, algunas caracteristicas de este receptor: LDLR fue descrito
por Goldstein y Brown en los afios 70°s, como una glucoproteina con 5 dominios:

1. Dominio de upi6n a ligando extracelular

2. Dominio precursor EGF extracelular

3. Dominio rico en azUear extracelular

4. Dominio transmembrana

5. Dominio intracitoplasmico citosolico
Bajo condiciones fisioldgicas, .una particula de LDL circulante que contiene un
promedio de 1500 moléculas de./colesterol esterificado, es identificada por el
dominio de unién a ligando extracelular de LBER, por una sola molécula de APOB-
100. El complejo LDL-LDLR es incorperado a¢la)célula por endocitosis. En el
endosoma, este complejo es disociado y LDL se tranSfiere a los lisosomas donde
sus componentes son hidrolizados, mientras que LDLR,Se recicla a la membrana
celular. La vida media de un receptor LDLR es de 20 horas_y. el tiempo del ciclo
membrana-endosoma-membrana es de 10 minutos; por lo que cada LDLR es capaz
de transportar un promedio de 120 moléculas de colesterol LDL. [117}[118]
La concentracion del colesterol intracelular, es lo que regula la expresion-del factor
de transcripcion SREBP1, quien, en presencia de altas concentraciones de
colesterol intracelular, es suprimida y a concentraciones bajas, se activa. la
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supresion de SREBP1, interrumpe la sintesis intracelular de colesterol por inhibicion
de la’sintesis y de la expresion de la enzima HMGCOAR, asi como por el bloqueo
de lasCaptacion de LDL, inhibiendo la sintesis y expresion de LDLR. Por el contario,
la activacionyde la expresion de SREBPL1, inicia la sintesis intracelular de colesterol
por la activacion,de HMGCoAR y de LDLR. En paralelo con la activacion del factor
de transcripcion SREBP1, la baja concentracion de colesterol intracelular, también
activa la expresion del factor de transcripcion SREBP2, el cual detona la sintesis de
PCSK9. [119] La PCSK9 secretoria circulante tiene como ligando al dominio
precursor EGF de LDLR. Unma,vez formado el complejo PCSK9-LDLR, ya sea en
presencia o ausencia de LDL, este es endocitado e incapaz de disociarse, siendo
transferido de los endosomas, a\los lisosomas para su protedlisis, evitando el

reciclado de LDLR a la membrana celular, [107]
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Ficura 10. Mecanismo de accion de PCSK9. [120]
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El objetivo de la sintesis paralela de dos moléculas con efectos biolégicos opuestos
es_mantener constantes los niveles de colesterol intracelular. EI mecanismo de
mutua _contrarregulacion fue confirmado por Tavori et al, quien demostré que la
regulacionsreciproca entre PCSK9 y LDLR es independiente de la funcion de LDLR
de unirse a LDL. Se estableciéo que los niveles de LDLR son regulados por las
concentraciones plasmaticas de PCSK9 y reciprocamente, PCSK9 es regulado por
las concentraciones.de LDLR, y que el sitio de unién a PCSK9, no es afectado en
mutaciones funcionales de LDLR con un defecto en la captacion de LDL. (Ficura 7)
[121] [122]

1.6 Gen DNMT3

El gen de la ADN metiltransferasa 3 (DNMT3) se encuentra localizado en el brazo

corto del cromosoma 2 en la posicion 238.3 (2p23.3).
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Ficura 11. Mantenimiento de los patrones de metilacion del ADN. [123]

Llas ,/ADN metiltransferasas pertenecen a una familia de enzimas formada
principalmente por DNMT1, DNMT3A, y DNMT3B, se encargan de catalizar la
transferencia de grupos metilo en el carbono 5 de la citosina en el ADN, este proceso
se conoce® como metilacibon de ADN. [124] DNMT1 es responsable del
mantenimiento de-la metilacion, la cual asegura la fidelidad de la replicacién de los
patrones epigenéticos 'heredados, tiene preferencia por el ADN hemimetilado. [125]
DNMT3A se encarga de la,metilacion del ADN de novo, este tipo de metilacion
modifica la informacion transmitida de los padres a su progenie, esto habilita
modificaciones epigenéticas “Clave, que son esenciales para procesos como la
diferenciacion celular, desarrollo €embrionario, regulacion transcripcional, formacion
de la heterocromatina, inactivacion del’cromosa X, imprinting y la estabilidad del
genoma. [126] Se han asociado-patrones de metilacion aberrantes con cierto tipo
de tumores y el desarrollo de anormalidades. J127]

En el caso de DNMT1, ciertos polimorfismos de €ste,gen han sido relacionados con
diferentes enfermedades como la artritis gotosa (¥$2228611), cancer gastrico
(rs16999593), enfermedad de Parkinson (rs2424913), neuropatia sensorial
hereditaria, ataxia cerebelosa, sordera, y narcolepsia. [128].[129]

1.6.1 Epigenética

La epigenética se define como un rasgo fenotipico heredable resultante de los
cambios en un cromosoma sin alteraciones en la secuencia de ADN«Estudia los

factores no genéticos que contribuyen a la expresién génica. [130]
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Ficura 12. Representacion de lainfluencia ambiental en el genoma humano. [131]

Una de las areas mas prometederas para el estudio de diversas enfermedades,
entre ellas la EAC es la epigenética, dado que diversos factores de tipo ambiental
que son cruciales en la génesis,)desarrollo y progreso de las enfermedades
cardiovasculares, repercuten en la regulacion de este mecanismo clave.

Los mecanismos epigenéticos incluyen la;metilaCion del ADN, modificacion de las
histonas, y las alteraciones de microRNA’s, entre” ofros que en conjunto hacen
posible que la célula responda rdpidamente a los cambies ambientales. Una serie
de factores de riesgo de EAC, como la nutricién, el tabaquismo, la contaminacion,
el estrés y el ritmo circadiano, se han asociado con la modificacién de las marcas
epigenéticas. Un examen mas detallado de estos mecanismos puede\conducir a la
prevencion temprana Yy el tratamiento novedoso para las enfermedades

cardiovasculares. [132]
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1.6.2 Metilacion del ADN
La metilacion del ADN es una de las modificaciones epigenéticas mas importantes,
desemperiando papeles clave en la regulacion de la expresion génica, genomica, la
inactivaciondel cromosoma X y la tumorogénesis (Ficura 8). [133]
Para llevar a cabo este proceso de metilacion del ADN, existen una serie de
proteinas con actividad enzimatica denominadas ADN metiltransferasas. (DNMT
por sus siglas en inglés), las cuales, catalizan la transferencia de grupos metilo
desde la S-adenosil metionina (SAM), que es un aminoacido donador de grupos
metilo, hacia la posicion 5 de‘la-citocina del ADN, de los dinuncleotidos CG, que se
encuentran en regiones del genoma conocidas como islas CpG’s, la cuales son
abundantes en las regiones de,los,promotores de los genes. [134]
Se han identificado tres tipoS de DNMT's en los mamiferos: DNMT1, DNMT3A y
DNMT3B. [135]
Estas proteinas estan altamente consenvadas‘entre especies y tienen secuencias
de aminoacidos similares. La region N-terminal contiene un dominio regulador que
permite a las DNMT’s anclar en el ndcleo y reconocer acidos nucleicos o
nucleoproteinas, en tanto que el extremo C-terminal pesee un dominio catalitico,
que es responsable de la actividad enzimatica. [136] [137]
La DNMT1, DNMT3A y DNMT3B participan todas en el proceso de metilacion, pero
en diferentes contextos: la DNMT1 es necesaria para el mantenimiento de la
metilacion constitutiva del genoma, en tanto que la DNMT3A y la DNMT3B se
encargan de la metilacion de novo. Las DNMT’s se encuentran codificadas por los
genes DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. (Ficura 9) [138]
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todas las generaciones. (Tomado de Berger, et al.)

2. Planteamiento del pr@ma

Las primeras manifestaciones clinicas de la enfermedad ar@f coronaria aparecen
cuando la placa de ateroma ya se encuentra en etapas muy avanzaw)\s y representa
un alto riesgo de presentar infarto de miocardio o incluso la muerte, ;Tomando en
cuenta que las enfermedades cardiovasculares son la principal causaé ortalidad

en el mundo, el abordaje de este problema desde el punto de vista m%:ular

O

.
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representa la posibilidad de identificar nuevos blancos terapéuticos basados en
genes de susceptibilidad, asi como de disminuir el riesgo de desarrollar EAC.

Por le’anteriormente expuesto en este trabajo nos propusimos investigar en nuestra
poblacion alos polimorfismos de los genes PCSK9 y DNMT3A, toda vez que no
existen reportes, de la asociacion de polimorfismos de estos genes y la EAC en
poblacion mexicana y los resultados de este trabajo, pueden sentar las bases para
el disefio de estrategias preventivas, diagndésticas, y terapéuticas de la EAC.

3. Justificacion

Las enfermedades complejas, tales como la EAC, son el resultado de la interaccion
de factores ambientales y genéticos, en estos ultimos se incluyen mutaciones,
polimorfismos, modificaciones-epigenéticas, entre otros. Estos en conjunto generan
modificaciones a nivel de transcripcions traduccion y postraduccioén, los cuales
influyen en vias metabdlicas y moleceulares, las cuales repercuten a nivel celular y
extracelular, predisponiendo al desafrollo de patologias. Por dicha razon, en las
ultimas décadas ha existido un creciente interés en determinar los factores
genéticos asociados al desarrollo de los diferentes componentes de la EAC y otras
enfermedades complejas. [139]

Ademas, tan solo hasta el afio 2016, en todo el mundo murieron;:2,077,370 millones
de personas al afio por enfermedades del corazon, de las cuales 9,433,224
corresponden exclusivamente a enfermedad arterial coronaria (52:8%.del total de
muertes por causa cardiovascular). [4]

En México, la enfermedad arterial coronaria y la diabetes son dos de“los mas

grandes problemas de la salud publica. La cardiopatia afecta sobre todo a-los
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hombres de mediana y avanzada edad y su mortalidad es 20% mas alta en los
hombres que en las mujeres. Representa un factor importante de muerte en todos
los adultes, el mayor numero de defunciones ocurre en personas de ambos géneros
de 65 anos-@ mas, lo que subraya que la edad avanzada es un poderoso inductor
de esta enfermedad. Este grupo de enfermedades es la primera causa de
mortalidad y anwalmente ocurren cerca de 70,000 defunciones y 26,000 por
enfermedades cerebrovasculares. El proceso fisiopatolégico, que origina los
diferentes tipos de eventos cardiovasculares, y a la enfermedad arterial coronaria
subclinica, es la aterosclergsis,-la cual se considera una enfermedad multifactorial
originada a partir de la interaccién entre los factores de riesgo, que contribuyen a
acelerar su aparicibn temprana, y la probabilidad de presentar eventos
cardiovasculares de caracterfsticas’ isquémicas con diferente grado de
morbimortalidad. Adicionalmente,.la alteraeion de ciertos mecanismos moleculares
y celulares promueve el desarrollo delfproceseobstructivo en las arterias afectadas.
Por lo que la estimacion de la asociacién, entre dos factores de riesgo y las rutas
celulares y moleculares que contribuyen al desarrolloyde esta patologia, puede
mejorar el conocimiento del origen, el inicio y la progresion de la EAC. Esta
informacion, puede generar nuevas estrategias de prevenegion, con base en una
mejor estratificacion de los factores de riesgo en la poblacién, a través del monitoreo
de biomarcadores y la elaboracion de nuevos farmacos disefiados ‘para modular,
blancos moleculares, involucrados en el inicio, progreso o manifestaciones clinicas

del proceso aterogeénico. [140] [141]
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Multiples estudios han demostrado la importancia de los factores genéticos, la
interaccion entre multiples genes y los factores de riesgo ambientales, por ejemplo;
en 2015, un estudio multicéntrico, identific6 27 loci de riesgo aumentado de
enfermedadharterial coronaria [142], por otra parte, durante 2017, otro estudio
reveld 15 nueves loci asociados con el desarrollo de Enfermedad arterial prematura.
143
Aunque los resultados de estos estudios siguen siendo controversiales y sin
consenso sobre sus implicaciones, la identificacion de genes de susceptibilidad
tiene el potencial de aportarsinfermacion para el desarrollo de nuevos tratamientos
y asi, poder disminuir el riesgo depresentar EAC. [114]
Por lo que la estrategia, es analizar polimorfismos presentes en genes candidatos,
que codifican proteinas importantes, en el sistema homeostatico involucrado en la
fisiologia cardiovascular. Se han/reportado muchos estudios en poblaciones
caucasicas, asiaticas y africanas, sin embargo, hay pocos datos disponibles en
poblacion mexicana, y que, a causa de las diferencias raciales y étnicas con nuestra
poblacion, es primordial, construir una base de datos‘propia, de los polimorfismos
relacionados con EAC.

4. Hipotesis
Las variaciones genéticas de los polimorfismos de PCSK9 (rs505251, rs2479409,
rs615563, rs2149041) y DNMT3A (rs13420827, rs752208, rs1550117)-se asocian
como factores de riesgo en poblacién mexicana con Enfermedad ArteriahCoronaria

prematura.
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5. Objetivos

5:4-Objetivo General

Determinar si los polimorfismos de los genes de PCSK9 y DNMT3A estudiados en

individuos™con aterosclerosis subclinica (AS) se asocian a susceptibilidad o

proteccion de la‘enfermedad al compararlos con individuos control.

5.2 Objetivos especificos

Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes ubicadas
en los sitios polimgrficos de los genes que codifican para PCSK9 y DNMT3A
en un grupo de individuos mexicanos con AS y en un grupo control sin
antecedentes familiares,(ni_clinicos de EAC.

Comparar las frecuencias' alélicas y genotipicas entre los pacientes y
controles, para establecersiexisten diferencias entre ellos con el fin de definir
si algun SNP estudiado pudiera estar confiriendo susceptibilidad o proteccion
para el desarrollo del padecimiento.

Estudiar el desequilibrio de ligamiento en.los diferentes polimorfismos y
construir los distintos haplotipos.

Analizar los haplotipos construidos para definir cual de_ellos esta confiriendo

susceptibilidad o proteccion genética a la EAC.

6. Materiales y métodos

6.1 Tipo de estudio

Es un estudio de casos y controles, de tipo transversal y analitico “anidado al

proyecto Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA) del Departaménto_de

Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”, disefado
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para estudiar las bases genéticas de la enfermedad arterial coronaria, y las
relaeciones de los factores de riesgo cardiovascular tradicionales y emergentes con
la aterosclerosis subclinica en adultos mexicanos. [103]
El proyectefue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez* (Numero de registro INCICh: 15-915) y realizado de acuerdo con
los lineamientos de\la Declaracion de Helsinki. Todos los participantes firmaron el
consentimiento informado.
6.2 Poblacion de estudio:

6.2.1 Proyecto GEA
El proyecto GEA (Genética de la'Enfermedad Aterosclerética) es una iniciativa del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, la cual tiene como objetivo
caracterizar los factores de"Tiesgo asociados a la genética de la enfermedad
cardiovascular en la poblaciéon mestizo-mexicana. El proyecto GEA ha estudiado la
EAC a traves de los fendmenos de aterpsclerosis, trombosis, disfuncion endotelial
y EAC prematura, asimismo se ha generado una ¢ohorte bien caracterizada de mas
de 1500 controles clinicamente sanos y mas de 1200°pacientes con aterosclerosis
subclinica, angina estable cronica y sindrome coronarig”agudo (SCA). El primer
reporte derivado de este proyecto se publico en 2012 [103};7donde se reportan las
caracteristicas iniciales de los pacientes estudiados, los métodos de enrolamiento
para los fines de este proyecto. Asimismo, en la actualidad se cuenta con mas de
30 publicaciones en revistas nacionales e internacionales, asi comao-tesis de

licenciatura, maestria y doctorado, derivadas de esta iniciativa.
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Debido a la gran cantidad de participantes y al tiempo de seguimiento que han
tenido los participantes, la gran mayoria de los estudios realizados son estudios de
asociacién genética, los cuales tienen una metodologia transversal.
Los resultados que se presentan en esta tesis doctoral pertenecen a un estudio
anidado al proyecto Genética de la Enfermedad Aterosclerética del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.
En este trabajo se-estudiaron 1496 participantes asintomaticos, aparentemente
sanos y sin historia personabo familiar de EAC en familiares de primer grado. Todos
los participantes se reclutaren.del banco de sangre del instituto de la poblacion que
acude con fines de donacionsyypara aumentar el reclutamiento de personas
mayores, se solicitd a los participantes referir individuos menores de 60 afios y de
65 afios en mujeres al momento“del estudio.

6.2.2 Estudio de ancestria
Tanto en el grupo de aterosclerosis subcliniea (AS) como en el grupo control fue
requisito que el sujeto de estudio y sus dos generaciones previas fueran mestizos y
hayan nacido en México. [144] Para confirmar que lasestratificacion de la poblacion
no fuera un sesgo o un factor de confusion en este estudig;’se corrieron previamente
265 paneles de marcadores de ancestria que distinguen entre‘amerindios, europeos
y africanos. [145] Participaron Unicamente los individuos que después de conocer
las caracteristicas del estudio aceptaron firmar la forma de(consentimiento

informado.

48



6.2.3 Grupos de estudio

Con-la finalidad de identificar a los individuos con menor riesgo de eventos
coronaries y para diagnosticar aterosclerosis subclinica, a todos los participantes
del estudiose les determind el calcio arterial coronario (CAC), por medio del método
Agatston, en_ wpn tomoégrafo multidetector, asignando al grupo control quienes
presentaron CAC="0,y al grupo de individuos con aterosclerosis subclinica (AS) a
los participantes que.-presentaron CAC= > 0. [146]

6.2.3.1 Grupo eontrol
De los participantes estudiados 1102 individuos que presentaron un registro de
calcio arterial coronario de O sejncluyeron en el grupo control.

6.2.3.2 Grupo aterosclerosis subclinica (AS)
Después de interpretar los resultados de la TAC, 394 participantes que presentaron
un registro de calcio arterial coronario > 0,+Se integraron en el grupo de individuos
con aterosclerosis subclinica (AS)
6.3 Criterios de exclusion
Se excluyeron pacientes con aterosclerosis prematura, insuficiencia cardiaca
congestiva, enfermedad hepatica, renal u oncolégica,-distiroidismo no tratado y
aguellos con tratamiento corticosteroide.
6.4 Mediciones clinicas y antropomeétricas
Después de un periodo de reposo de 10 min, la presion arterial se midio en posicion
sedente, con un esfigmografo digital Welch Allyn Series 5200 (Skaneateies Fails,
N.Y., EE. UU.), y el promedio de las 2 ultimas de 3 mediciones consecutivas fue
utilizado para el analisis. La hipertension arterial se definié con cifras de presion
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arterial sistolica y diastolica = 140/90 mmHg y/o uso de medicamentos
antihipertensivos.

Se midieron el peso y la talla utilizando una béascula calibrada y un estadimetro de
pared SECA, 222 (Hamburgo, Alemania), y se calcul6 el indice de masa corporal
dividiendo el peso en kilogramos entre el cuadrado de la talla en metros. Se
considero la presencia de sobrepeso cuando el indice de masa corporal fue de 25
a 29.9 kg/m2, y de ebesidad, cuando fue = 30 kg/m2. La circunferencia de la cintura
se midié con una cinta métrica de fibra de vidrio, en el punto medio de la distancia
entre el borde inferior de la.ultitra costilla y la cresta iliaca. La obesidad central fue
considerada como cintura > 90 em,en hombres y > 80 cm en mujeres [147].

6.5 Mediciones bioquimicas

Se obtuvieron muestras de sangre venosa después de un periodo de 12 horas de
ayuno. La glucosa plasmatica, el/colesterol total (CT), los triglicéridos (Tg), el
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL), la apolipoproteina B
(ApoB) y la apolipoproteina A-l se-cuantificaron utilizando procedimientos
enzimaticos-colorimétricos (Roche/Hitachi, Alemania)®en un autoanalizador Hitachi
902 (Hitachi LTD, Tokio, Japdn). La precision y la reprodugibilidad de las mediciones
de lipidos en el laboratorio de endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia
son evaluadas de forma periddica por el Centro de Control y_Prevencion de
Enfermedades de Atlanta, GA (EE. UU.). El colesterol asociado a {ipoproteinas de
baja densidad (c-LDL) fue estimado de acuerdo con la ecuacion de Delong et al.
[148]. EIl colesterol no asociado a lipoproteinas de alta densidad (c-no“HDL) se
obtuvo restando el colesterol de HDL al colesterol total.
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Los fenotipos del colesterol LDL en los sueros de los participantes se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) de modo vertical. La
técnica.aplicada fue estandarizada cuidadosamente y cada muestra se procesoé por
duplicado.{149]

La proteina €, reactiva de alta sensibilidad se determind por medio de
inmunonefelometria . (BN ProSpec Nefelometer, Dade Behring, Marburgo,
Alemania). El coeficiente de variacion fue < 6% en todos los ensayos. La interleucina
15 se midi6 por LUMINEX (Bio-Rad Inc., Hercules, California, EE. UU.). La insulina,
por radioinmunoanalisis (Millipere RIA Kit ST, St. Charles, Mo, EE. UU.), con
coeficientes de variacion intra esdnterensayo de 2.1y 6.8%, respectivamente.

La hiperinsulinemia se defini6_como un valor = 16.97 _U/mL en mujeres y = 15.20
_U/mL en hombres. La resisteneia a laiinsulina fue estimada por medio del Modelo
homeostético de resistencia a la.insulina®(HOMA-RI), y se considerd presente
cuando los valores se encontraron por arriba“del percentil 75 (3.66 en mujeres y
3.38 en hombres). La concentracion de adiponectina se determind por
inmunoandlisis (Quantikine ELISA, R&D Systems Ing?, Minneapolis, MN, EE. UU.)
Para la adiponectina baja, se tomaron como referenciaJos valores por debajo del
percentil 25 (8.67 _g/mL en mujeres y 5.3 _g/mL en hombres). Estos valores fueron
obtenidos de una submuestra del estudio GEA que incluyé 131 hombres y 185
mujeres sin obesidad, y con valores normales de presion arterial, glucosa y lipidos.
La diabetes mellitus fue definida de acuerdo con los criterios de la_.Asociacion
Americana de Diabetes, [150] cuando los participantes manifestaron’ utilizar
medicamentos para el control de la glucosa y en aquellos con diagndstico previo.de
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diabetes realizado por un médico. Las dislipidemias se definieron de acuerdo con
los siguientes puntos de corte: hipercolesterolemia si CT > 200 mg/Dl o c-LDL > 130
mg/dL;_hipertrigliceridemia si Tg > 150 mg/dL; c-HDL bajo si c-HDL < 40 mg/dL en
hombres y«<,50 mg/dL en mujeres; indice aterogénico si relacion CT/c-HDL > 4.5.
6.6 Medicionestomograficas

En todos los partiCipantes se evalué la CAC y se cuantificd la grasa abdominal
visceral (GAV). Las-mediciones se realizaron utilizando un tomdégrafo multidetector
de 64 (Somaton Sensation, Siemens, Malvern, PA, EE. UU.) o 256 cortes (Somaton
Definition Flash, Siemens;. Erlangen, Alemania) antes y después de febrero del
2009, respectivamente. El estudioyse obtuvo con sincronizacién cardiaca mediante
protocolo prospectivo con los siguientes parametros: 120 kV, 120 mAs y grosor de
corte de 3 mm. La CAC se cuantificé de acuerdo con el método de Agatston. Para
la medicién de la GAV se realizd./un sole“corte tomografico a nivel del espacio
intervertebral L4-L5. El area transversal total del tejido adiposo abdominal fue
medida utilizando el rango de atenuacién‘entre —190 y —30 unidades Hounsfield. El
area de grasa abdominal visceral (GAV) fue separadaymediante un trazo manual
siguiendo la pared muscular abdominal y se cuantifico*en centimetros cuadrados.
Las imagenes fueron interpretadas por un radidlogo experio,.en una estacion de
trabajo (Leonardo Workstation, Siemens, Forchheim, Alemania)_provista de un
programa dedicado para el analisis del indice de calcio (CaScoring, Siemens,
Forchheim, Alemania). El test-retest para el puntaje de Agatston, utilizado para
evaluar la fiabilidad intraobservador, mostro un coeficiente de correlacion intraclase
muy alto (0.99) [151].
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6.7 Mediciones moleculares
6.7.1Seleccion de los polimorfismos genéticos

Se realizo una revision de la literatura para conocer el estado del arte sobre los
polimorfismos de un solo nucle6tido mas recientemente asociados, ya sea con
enfermedad cardiovascular o con otras enfermedades complejas como cancer o
alzheimer, lo anterior para seleccionar los polimorfismos mas convenientes para
nuestro estudio, que’presentaron reportes de frecuencias de alelo menos comun
arriba de 10% por lo menos;como se muestra en la TasLa 3. La frecuencia del alelo
menos comun en un determinado locus puede estimarse a partir de los datos
disponibles en el proyecto 1000°genomas, donde se presenta el alelo de menor
frecuencia (A, T, C o G), la frecuencia expresada en porcentaje y por ultimo la
frecuencia observada de ese"alelo en Ia poblacién de estudio. [152]

TaBLA 3. Polimorfismos analizados

Gen RefSeq Alelos GaballMAF Localizacion
PCSKY rs2479409 AG G=0.3986/1996 Upstream 2KB
rs615563 AG A=0.3195/1600 Intréon
rs13420827 CG G=0.2093/1048 3'UTR
DNMT3A rs752208 AG A=0.1793/898 Variante downstream
rs1550117 AG A=0.1142/572 Promotor

RefSeq= Numero de referencia del polimorfismo, MAF= Alelo de menor.frecuencia

6.7.2 Extraccion de ADN gendmico
El ADN gendmico de alta calidad fue extraido de leucocitos de muestras de sangre
anticoagulada con EDTA por el método de expulsion salina modificada<isando kits
comerciales (QIAamp DNA Blood Mini kit, Qiagen, Germany). [153] y{fue leido a
diferentes densidades opticas (230nm, 260nm y 280nm) para su cuantificacion en

el espectrofotometro automatizado Nanodrop ND-1000 y para estimar su grade’de

53



pureza, posteriormente se corri0 una electroforesis en gel de agarosa para
comprobar su integridad.
Por medio de diluciones se realiz6 el ajuste de la concentracion para la obtencion
de alicuotasa 100 ng/ul de ADN, y de estas se prepararon otras a una concentracion
de 10 ng/uL.

6.7.3 Gengtipificacion
Para la identificacion-de los polimorfismos se llevé a cabo la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR por susssiglas en inglés) en tiempo real, utilizando sondas de
hidrolisis (sondas TagMan)s“en el equipo termociclador de Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR System, usando un software de discriminacion alélica
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y para validar la correcta asignaciéon de
los genotipos, 10% de las muestras para ambos grupos fueron determinados por
duplicado y los resultados mostraron 100%¢de concordancia. (Ver TasLA 7)
6.8 Analisis Estadistico
La poblacion se ajusté por edad, sexo, IMC, colesterol LDL, tabaquismo y diabetes.
Los datos se expresan como media * desviaciom estandar, mediana (rango
intercuartil) o porcentajes. Las comparaciones entre grupos se realizaran con la
prueba t-Student o U de Mann-Whitney para variables numericas y X2 para las
variables categoricas.
La variable CAC se utilizé como variable categorica (CAC > 0 o CAC =.0) y como
variable continua utilizando el puntaje de Agatston. El analisis de cortrelacion de
Spearman se utilizd para conocer la asociacion de los diferentes factores ‘de riesgo
coronario con el logaritmo ---log10--- del puntaje de Agatston. Mediante Modelos.de
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regresion logistica binaria se evaluara la independencia de la asociacion entre los
factores de riesgo cardiovascular y la presencia de CAC. Para evaluar la
indepéndencia de la asociacion de los factores de riesgo con la magnitud de la
calcificaciomcoronaria se construira un Modelo de regresion lineal multiple en el que
se incluyeron das variables que muestren significado estadistico en el andlisis
univariado.

Para el analisis de-asociacion de los genotipos encontrados, con los diferentes
grupos de estudio, se compararan variables cuantitativas entre grupos con la prueba
de Kruskal-Wallis mas comparacion multiple de Dunn o anova de una via mas
prueba de Tukey y chi cuadradatpara las variables categoricas.

El valor de p < 0.05 se considerara significativo. El analisis estadistico se realizé

con el paquete estadistico SPSS'version 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).
/. ReSultados

7.1 Tamafio de muestra

N: 1496

Grupo de aterosclerosis subclinica 396 individuos (CAC>0)

Grupo control: 1102 personas sanas (CAC=0)

7.2 Estudios de ancestria

Los resultados de ancestria no mostraron diferencias significativas.entre los grupos
(55.8% vs. 54% ancestria amerindia, 34.3% vs. 35.8% caucasica y-9:8% vs 10.1%
africana para pacientes y controles respectivamente, P>0.05), por¢lo) que se

considera a nuestra poblacién mestiza mexicana.
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7.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg
7.3.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos de PCSK9

A todosdos polimorfismos estudiados se les realiz6 el calculo para determinar si las
frecuencias~observadas de los genotipos eran consistentes con el equilibrio de
Hardy-Weinberg, en la tasLA 4 se muestran los resultados de las frecuencias
observadas de rs2479409 y rs615563 del gen PCSK9 que presentaron frecuencias
genotipicas observadlas y esperadas consistentes con el equilibrio de Hardy
Weinberg (p>0.05).

Encontrando que ambos grupos-de estudio se encontraban en equilibrio para todos
los polimorfismos y desde el punte de vista de la distribucién alélica, se determin6

que la nuestra poblacién estudiada se encuentra en Equilibrio de Hardy-Weinberg.

TaBLA 4. Calculo del equilibrio'de Hardy-Weinberg de polimorfismos de PCSK9

SNP # WT HET _ VAR “MAF Gpo P X?

GG AG AA
Obs 1155 386 40

0.15+ Control 0.54589  1.284054206
Esp 11493 397.3 343

rs615563
Obs 948 246 33
0.13 AS 0.751812 0.57176783
Esp 934.8 2723 19.8
Obs 741 656 172
0.32 Control 0.14092 2.167882937
Esp 728.3 681.3 159.3
rs2479409

Obs 599 517 114
Esp 597.8 5194 112.8

0.87 AS 0.872317 0.025829626

Si X2 < 3.84y P > 0.05 = poblacién en equilibrio de HW.

7.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos dé DNMT3A
A todos los polimorfismos estudiados se les realizo el calculo para determinar si las
frecuencias observadas de los genotipos eran consistentes con el equilibrio de
Hardy-Weinberg, en la tasLaA 5 se muestran los resultados de las frecuencias

observadas de los polimorfismos rs13420827, rs752208 y rs1550117 del gen
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DNMT3A, los cuales presentaron frecuencias genotipicas observadas y esperadas

consisStentes con el equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05).

TaBea 5. Calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg de polimorfismos de DNMT3A

SNP. WT HET VAR
# CcC CG GG MAF Grupo P X?
Obs 834.8 372.3 18.98
2 | 54 1.2840542
Esp . 741 656 172 0.20 Contro 0.54589 84054206
13420827 Obs_.728.3 681.3 159.3 At [ i
' ' > gpp METOSCEIOSIS g ooi815 057176783
Esp.~ 599 517 114 subclinica
# GG AG AA MAF Grupo P X2
Obs 1155 386 40
0.12 Control 0.14092 2.167882937
Esp 1149.3 4397.3 34.3
S752208 5P o048 246 33 Aterosclerosi
0.17 /VETOSCIETOSIS 5 009317 0.025829626
Esp 934.8 272.3 19.8 subclinica
Obs 741 656 172
0.10 Control 0.751812 0.57176783
Esp 728.3 681.37159.3
rs1550117 7 i
Obs 599 51 114 011 Aterosclerosis 014092 2167882937

Esp 597.8 5194 1128

subclinica

Si X2 < 3.84y P > 0.05 = poblacion en equilibrio de HW.

7.4 Edad y género

En el grupo control el promedio de edad-fue 51 afios a diferencia del grupo EAC el

cual fue 54, mostrando una diferencia estadisticamente significativa. En relacién con

el género se determin6 una diferencia entre ambos grupos, siendo el porcentaje de

hombres en los controles de 41.6% y en el grupo de EAC 81%.

7.5 Parametros metabolicos, clinicos y cardiovasculares

En nuestra poblacidn, se observaron diferencias estadisticamente significativas en

los parametros clinicos y metabdlicos entre el grupo control y los‘individuos con

aterosclerosis subclinica (grupo AS) quienes mostraron valores mas>”altos de

presion sanguinea diastélica y sistélica, circunferencia de cintura, LDL, GLUCOSA,

homa y GGT como se muestra en la TasLA 6.
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7.6 Estimacion de los factores de riesgo

Observamos que la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2, resistencia a la insulina
y sindrome metabdlico fue mas alta en individuos con aterosclerosis subclinica en
comparacién con el grupo control, ver TasLA 7.

7.7 Mapas de discriminacion alélica

La genotipificacion de las muestras de ADN mediante la técnica de PCR en tiempo
real con sondas Tagman permitio la construccion de los mapas de discriminacion
alélica para poder obtener las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion
estudiada, necesarias parasfealizar el analisis de asociaciéon con la enfermedad
arterial coronaria, como ejemplosSe presenta el mapa de genotipos correspondiente
al polimorfismo rs2479409 del gen, PCSK9. Ver ricura 14.

TaBLA 6. Caracteristicas clinicas ymetabdlicas de los grupos de estudio.

- Grupo, Control Grupo AS
Caracteristicas (21102) (n=394) P
Edad (afios) 51\&9 50+8 <0.001
Genero (% hombres) 41 75.4 <0.001
Circunferencia de cintura (cm) 983.6 +11.2 97.2 +10.7 <0.001

indice de masa corporal (kg/m?) 27.9 [25.4-30:8]+~, 28.1 [25.9-31.0] 0.080
Tensién arterial sistélica (mmHg) 112 [104-125] 122 [111-134] <0.001

Tension arterial diastélica (mmHg) 71 [65-76] 75 [69-82] <0.001

Colesterol LDL (mg/DI) 115 [95-134] 124 [102-145] <0.001

Glucosa (mg/Dl) 90 [84-97] 94'[86-105] <0.001

Insulina (uUI/MI) 16.9[12.4-23.1] 18 [12:7-24.5] 0.071

Modelo HOMA 3.8[2.6-5.5] 4.4 [2.9-6.8] <0.001

Resistencia a Ig insulina del tejido 9.3 [6.1-14.3] 10.3 [6.6-04 4] 0.090
adiposo

Fosfatasa alcalina (IU/L) 81 [68-96] 77 [64-92] 0.005

Gamma'g'”t"’(‘m'/'f)"’ms‘)ept'dasa 26 [18-42] 30 [21-42] <0.001

Interleucina 1b (pg/Ml) 0.18[0.09-0.29] 0.17 [0.11-0.29] 0.577

Interleucina-10 (pg/Ml) 0.44[0.24-0.99] 0.46 [0.24-1.07] 0.737

Los datos se muestran como media + desviacidn estandar, mediana [rango intercuartil] Prueba t de Student o
Prueba U Mann Whitney.
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Ficura 14 Mapa de discriminacion alélica de rs2479409 del gen PCSK9

Considerando que el termociclador en tiempo real de Applied Biosystems 7900HT
Fast Real-Time PCR System tiene una placa con capacidad para 380 pruebas por
corrida, se realizaron 4 placas para identificar el genotipo de cada ‘uno.de los 5
polimorfismos analizados, haciendo un total de 20 placas corridas, que arrojaron los

mapas de discriminacion alélica correspondientes para las 8,228 determinacianes.
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TaBLA 7. Prevalencia de factores de riesgo en la poblacion estudiada

Grupo Grupo
Caracteristicas Control AS *P

(n=1102) (n=394)
Obesidad abdominal (%) 81.2 83.2 0.403
Diabetes mellitus tipo 2 (%) 9.7 22.3 <0.001
Hiperinsulinemia (%) 52.3 61.4 0.002
Resistencia a la insulina (%) 54.3 65.2 <0.001
Resistencia a'la insulina del tejido adiposo (%) 47.7 57.0 0.002
Sindromeymetabdlico (%) 38.5 53.3 <0.001
Fosfatasasalcalina>p75 (%) 37.2 36.8 0.903
Gamma-glutamiltranspeptidasa >p75 (%) 41.1 44.4 0.284
Interleucinal1J=>p75 (%) 38.2 30.7 0.013
Interleucina-10 <p25 (%) 31.8 30.2 0.598
Tabaquismo actual (%) 22.6 21.3 0.622

Los datos se muestran en porcentajes;)LDL= lipoproteinas de baja densidad, HDL= lipoproteinas de alta
densidad. *Prueba de Chi cuadrada.

En la TasLA 8 se resume el trabajorderlaboratorio realizado para la determinacién de
los genotipos de cada uno deflesspolimorfismos estudiados.

TaBLA 8. Conteo despruebas realizadas.

Grupo control Grupo AS Global

N 1,402 394 1,496

Validacion (10%) 120:2 39.4 149.6

Total 1,212:2 433.4 1645.6
Polimorfismos 5 5 5

PCRs 6,061 2,167 8,228

7.8 Asociacion de los polimorfismos del gen PCSK9 con EACprematura

Para el analisis de asociacion, todos los modelos fueron ajustados.por las variables
involucradas en el proceso de calcificacion arterial coronaria, “porslo que se
incluyeron edad, sexo, IMC, LDL-C, tabaquismo y diabetes, por censiderarlas

variables confusoras.
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7.8.1 Andlisis de polimorfismos de PCSK9 en el grupo control

Consrespecto a las anomalias metabdlicas en el grupo control, el polimorfismo
rs2479409 se asocio estadisticamente con una disminucién del riesgo de sindrome
metabolicor(modelo dominante: OR= 0,768, IC 95%= 0,593-0,994, P= 0,045), bajo
riesgo de tener\un aumento de la fosfatasa alcalina> p75 (modelo aditivo: OR=
0,758, IC 95%= 0;625-0,919, P = 0,005; modelo dominante: OR= 0,703, IC 95%=
0,548-0,903, P = 0,006; modelo codominante 1: OR= 0,729, IC 95%= 0,560-0,950,
P = 0,019 y modelo codominante 2: OR= 0,603, IC 95%= 0,386-0,943, P = 0,027) y
bajo riesgo de aumento desgamma-glutamiltranspeptidasa (modelo heterocigoto:
OR= 0,760, IC 95%= 0,588-0,982; P = 0,036; modelo codominante 1: OR= 0,751,
IC 95%= 0,575 - 0,981, P = 0,036).

Mientras que el polimorfismo~Ts615563 se asocid con un menor riesgo de
hipertrigliceridemia (modelo recesivo: OR=.0,358, IC 95%= 0,149-0,862, P = 0,022
y modelo codominante 2: OR= 0,374, IC 95%=0,155-0,903, P = 0,029) y bajo riesgo
de tener un aumento de interleucina 1>p75 (maodelo aditivo: OR= 0,767, IC 95%=
0,598-0,985, P = 0,037).

Estos hallazgos se muestran en las tasLas 9 y 10. Todos"los modelos de herencia

se ajustaron por edad, sexo e IMC.
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TaBLA"9. Asociacion entre rs2479409 con anormalidades metabdlicas en el grupo
control

Frecuencia de genotipos

GG GA AA  MAF Modelo OR [IC 95%)] p
Sindrome metabdlico
No (n=.678) 0.445 0.441 0.014 0.334 Dominant 0.768 0.045
Si (n = 424) 0.531 0.382 0.087 0.278 -omnante® 15593 0.994] -
Gama-glutamil
transpeptidasa > p75
No (1 = 649) 0.445 0.450 0.105 0330 Heterocigoto (g 5808.280982] 0.036
S Codominante 0.751
Si (n = 453) 0.525_ 0.373 0.102 0.288 1 05750081 0036
Fosfatasa alcalina > p75
No (n = 692) 044370440 0.118 0338  Adivo g 6205'338919] 0.005
Si (n = 410) 0538 0.8V 0081 0271 Dominante 408.283903] 0.006
Codominante 0.729
1 [0.560-0.950] °*-01°
Codominante 0.603
2 (0.386-0.943] 2-0%7

Los modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo e IMC > p75

TaeLa 10. Asociacion entre rs615563 eon.anormalidades metabdlicas en el grupo
control

Frecuencia de genotipos

GG GA AA  MAF Modelo OR [IC 95%)] p
Hipertrigliceridemia
No (n = 580) 0.722 0238 0040 0160 Recesivo [0_14058_8862] 0.022
Si (n = 522) 0728 0250 0013 0143 CodoTInAne [0_1505'%_4903] 0.029
Interleucina 1B > p75
Sineas1) 0152 031 001s 0134  AGMO o oon’iogs 0037

Los modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo e IMC > p75
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7.8.2 Andlisis de polimorfismos de PCSK9 en participantes del grupo AS

En el grupo de participantes con aterosclerosis subclinica y analizado bajo
diferentes modelos de herencia el polimorfismo rs615563 de PCSK9 se asocio
significativamente con una disminucion del riesgo de obesidad central (modelo
recesivo. OR=~0,093, IC 95%= 0,010-0,839, P= 0,034), sindrome metabdlico
(modelo aditivo: OR= 0,593, IC 95%= 0,388-0,907, P= 0,016), hiperinsulinemia
(modelo aditivo: OR='0,556, IC 95%= 0,363-0,881, P=0,012; y modelo codominante
1: OR= 0,509, IC 95%= 0,300 a 0,863, P = 0.012), resistencia a la insulina (modelo
codominante 1: OR= 0.486,/C 95%= 0.286-0.829, P= 0.012), insulina resistencia
del tejido adiposo (modelo codeminante 1. OR= 0,453, IC 95%= 0,453-0,754, P=
0,002), bajo riesgo de aumento de la fosfatasa alcalina> p75 (modelo dominante:
OR=0,636, IC 95%= 0,421-0,962, P=0,032) y bajo riesgo de tener una disminucién
de la interleucina 10 <p25 (modelo_codominante 1: OR= 0,487, IC 95%= 0,264—
0,896, P = 0,021). Estos datos estan representados en la TasLa 11.

El polimorfismo rs2479409 se asocio com'un bajo'riesgo de insulina resistencia del
tejido adiposo (modelo codominante 1: OR= 0,426, IC.95%= 0,218-0,829, P=0,012),
y un riesgo bajo de aumento de interleucina 13> p75 (medelo recesivo: OR= 0,397,

IC 95%= 0,176-0,893, P=0,026). Ver TasLA 12
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TaBLA 11. Asociacion entre rs615563 con anormalidades metabdlicas en el grupo AS

Frecuencia de genotipos

GG GA AA MAF Modelo ORJ[IC95%] *p
Obesidad central
No (n = 66) 0.697 0.227 0.076 0.189 Recesivo 0.093 0.034
Si (n =328) 0.744 0.241 0.015 0.136 [0.010-0.839] ™
Sindreme metabdlico
No.(h.= 184) 0.679 0.283 0.038 0.179 " 0.593
Si (ff = 210) 0.786 0.200 0.014 0114  AdiVO 14 388 ( gg7] 0-016
Hiperinsulinemia
_ " 0.556
No (n = 152) 0.664 0.296 0.039 0.188 Aditivo [0.363-0.881] 0.012
o Codominante 0.509
Si (n = 242) 0.781 0.202 0.017 0.118 1 [0.300-0.863] 0.012
Resistencia a la insulina
No (n =137) 0.657 0.299 0.044 0.193 Codominante 0.486 0.012
Si (n = 257) 0.778 0.206 0.016 0.119 1 [0.286-0.829] ™
Insulino resistencia del tejido
adiposo
No (n = 169) 0.660 ©:309 0.031 0183 Codominante 0.453 0.002
Si (n = 225) 0.786 0.191 0.023 0.113 1 [0.453-0.754] ™
Fosfatasa alcalina > p75
No (n = 249) 0.41810.438 0145 0.363 Dominante 0.636 0.032
Si (n = 145) 0.5312-0.366 0:203%0.286 [0.421-0.962] ™
Interleucina 10 < p25
No (n = 275) 0.716 0.260 0,024 07154 Codominante 0.487 0021
Si(n=119) 0.824 0.148°07028 07100 1 [0.264-0.896]

Los Modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo.e[AMC. > p75:>percentil 75; <p25: <percentil 25.

TaBLA 12. Asociacidn entre rs2479409 con anormalidades'metabdlicas en el grupo AS

Frecuencia de genotipos

GG GA AA MAF Modelo ORJ[IC95%] *p
Insulino resistencia del tejido
adiposo
No (n = 169) 0.389 0.438 0.173 0.391 Codominante 0.426 0.012
Si (n = 225) 0.507 0.395 0.098 0.296 1 [0:218-0.829]
Interleucina 1B > p75
No (n = 273) 0.452 0.395 0.153 0.352 Recesivo 07397 0.026
Si(n=121) 0.491 0.436 0.073 0.293 [0.176<0.893]

Los modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo e IMC. > p75:> percentil 75; <p25: <percentil.25.
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7.8.3 Asociacion de polimorfismos de PCSK9 con colesterol-LDL y

triglicéridos.

Se determinaron las concentraciones de LDL-C vy triglicéridos (TG) en toda la
poblacion «individuos con AS y controles). Los valores obtenidos se analizaron
estratificando les diferentes genotipos de ambos polimorfismos en la poblacién de
estudio, los resultados fueron similares para rs615563. Ver tasLa 13. Sin embargo,
en rs2479409 se observaron diferentes concentraciones de triglicéridos en el grupo
control (p = 0.016) Ver tasLAs14.

TABLA 13. Asociacion entre el-polimorfismo rs615563 con LDL-C vy triglicéridos.

Genotipos GG GA AA *p

Toda la poblacion

n:1496 1089 367 40
LDL-C (mg/dL) 118 [96-138] 118 [97-136] 112 [102-141] 0.837
Triglicéridos (mg/dL) 149 [112-204] © 146 [110-203] 124 [101-163] 0.113

Grupo control
n:1102 799 273 30
LDL-C (mg/dL) 116 [95-135] 114 [93-132] 110[103-134] 0.663
Triglicéridos (mg/dL) 146 [108-202] 147 [107-205] 121 [100-147] 0.197

Grupo AS
n: 394 290 94 10
LDL-C (mg/dL) 124 [102-145] 125[106-146] @284100-148] 0.928
Triglicéridos (mg/dL) 160 [121-211] 146 [116-195] 147]113-193] 0.115

Los datos se muestran como la mediana [rango intercuartil]. * Prueba de Kruskal—
Wallis.
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TaBLA 13. Asociacién entre el polimorfismo rs2479409 con LDL-C y triglicéridos.
Genotipos GG GA AA *p

Todarla poblacion
n:1496 708 623 165
LDL-C#(mg/dL) 118 [99-137] 118 [95-138] 117 [94-137]  0.467
Triglicéridos (mg/dL) 154 [114-208] 142 [107-201] 147 [106-186] 0.063

Grupo control
n:1102 527 461 114
LDL-C (mg/dL) 116 [96-135] 115 [93-133] 113[92-131] 0.461
Triglicéridos (mg/dL) 153 [114-209] 137 [101-193] 140[106-186] 0.016

Grupo AS
n: 394 181 162 51
LDL-C (mg/dL) 125 [106+145] 124 [102-146] 121 [94-146] 0.622
Triglicéridos (mg/dL) 158 [116=205] 154 [120-209] 157 [115-193] 0.677

Los datos se muestran como la mediana [rango intercuartil]. * Prueba de Kruskal-Wallis

7.8.4 Asociacion de polimorfismos.del gen PCSK9 con aterosclerosis
subclinica
La distribucion del polimorfismo (rs615563 #fue similar en individuos con
aterosclerosis subclinica (AS) y en los del grupo control. Sin embargo, en el Modelo
recesivo ajustado por edad, sexo, IMC, LDL-C, tabaquismo y diabetes, el alelo A del
polimorfismo rs2479409 se asocié con un riesgo mayor de aterosclerosis subclinica

(OR=1.539, 95% CI = 1.018-2.328, P = 0.041) Ver ricura 15
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Ficura 15. Asociacion del polimorfismo rs2479409 del gen PCSK9 con aterosclerosis
subclinica

Modelo Riesgo OR [95%] IC p
Aditivo i —a— 1.161[0.951-1.417] 0.142
Dominante i —a— 1.100[0.840-1.441] 0.489
Recesivo é k L { 1.5639[1.018-2.328] 0.041
Heterocigoto E —a— 0.920[0.700-1.210] 0.550
I
Codominante 1 i —a— 1.002[0.751-1.336] 0.991
I
Codominante 2 E I L { 1.540[0.997-2.380] 0.052
1
0.0 l0.5 1l.0 %.5 2'.0 l2.5

Los modelos se ajustaron por edad, sexo, IMC, LDL-C, tabaquismo y diabetes. Controles (n=1102); Aterosclerosis subclinica (n=394).

Ademas de este hallazgo, tamlién se encontré que ninguno de los polimorfismos
mostro evidencias de desequilibrio‘desdigamento (D’ = 0.57) y ninguno de los cuatro
bloques de haplotipos construidos se asociaron con aterosclerosis subclinica. Estos

datos se describen en la tasLa 15.

TABLA 14. Frecuencia de haplotipos en individuos con y sin aterosclerosis subclinica
Aterosclerosis

Haplotipos subclinica OR [95% IC] p
Si No
H1 GG 0.627 0.642 0.935 [0.790-1.107] 0.4351
H2 AG 0.228 0.207 1.138 [0.936-1.384] 0.2028
H3 AA 0.107 0.106 1.004 [0.771-1.308] 0.9733
H8 GA 0.038 0.045 0.841 [0.555-1.277] 0:3918

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza. El orden de los polimorfismos en el haplotipo es.de
acuerdo con la posicion en el cromosoma. (rs2479409 and rs615563).
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7.9 Asociacion de los polimorfismos del gen DNMT3A con EAC prematura

Para el analisis de asociacion de los polimorfismos del gen DNMT3A con EAC
prematura, todos los modelos fueron ajustados por las variables involucradas en el
proceso de-calcificacidn arterial coronaria, por lo que se incluyeron edad, sexo, IMC,

LDL-C, tabaquismo y diabetes, por considerarlas variables confusoras.

7.9.1 Andlisis de polimorfismos de DNMT3A en el grupo control

En el grupo control analizado bajo diferentes modelos de herencia el polimorfismo
rs13420827 de DNMT3A se_asocid significativamente con un mayor riesgo de
aumento de Apolipoproteina B =110 mg/dL (modelo heterocigoto: OR= 1.513, IC
95%= 1.145-2.000, P= 0,004 y modela'Codominante 1: OR= 1.484, IC 95%-= 1.081-
2.036, P= 0,015); mayor riesgovde aumento de Alanin-aminotransferasa >p75
(modelo heterocigoto: OR= 1.374,4C 95%-=)1.059-1.781, P= 0.017 y modelo
codominante 1. OR= 1.402, IC 95%= 1.045-1.881, P= 0.024) y mayor riesgo de
aumento de proteina C reactiva ultrasensible >3 mg/L (modelo dominante: OR=
0.712, IC 95%= 0.520-0.975, P= 0.034; modelo heterocigato: OR= 0.728, IC 95%=
0.537-0.987, P=0.041 y modelo codominante 1: OR=0.672", 1C-95%= 0.478-0.944,
P=0.022). Estos datos estan representados en la TasLa 16.

También analizado bajo diferentes modelos de herencia el polimorfismo rs752208
de DNMT3A se asoci6 significativamente con menor riesgo de presentar’el fenotipo
B del colesterol LDL (modelo aditivo: OR= 0.744, IC 95%= 0.563-0.984,/P=0.038)

como se muestra en la tasLa 17.
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TaeLA 15. Asociacion entre rs13420827 con anormalidades metabdlicas en el grupo

control

Frecuencia de genotipos

Modelo

OR[IC95%] p

CC CG GG MAF
Apolipoproteina B
> 110 mg/dL
No\(nh =728) 0.354 0.440 0.206 0.426
Si (n,=287) 0.294 0.538 0.168 0.437

Alanin-amino
transferasa >p75

No (n =548) 0.363 0.441 0.196 0.416

Si (n =467) 0.303 0.500 0.197 0.446

Proteina C reactiva ultrasensible

>3 mg/L
No (n =749) 0.323 10.489 0.188 0.433
Si (n =266) 0.37410.408 0.219 0.423

Heterocigoto

Codominante
1

Heterocigoto

Codominante
1

Dominante

Heterocigoto

Codominante
1

1.513
[1.145-2.000]
1.484
[1.081-2.036]

0.004

0.015

1.374
[1.059-1.781]
1.402
[1.045-1.881]

0.017

0.024

0.712
[0.520-0.975]
0.728
[0.537-0.987]
0.672
[0.478-0.944]

0.034

0.041

0.022

Los modelos de herencia se ajustaron poredad, sexe’e IMC > p75

TaeLA 16. Asociacion entre rs752208“con anormalidades metabdlicas en el grupo

control

Frecuencia de“genotipos

GG GA AA MAF Modelo OR[IC95%] p
LDL fenotipo B
_ " 0.744
No (n=533) 0.764 0.213 0.023 0.129 Aditivo [0.563-0.984] 0.038
Si (n=482) 0.810 0.180 0.010 0.101

Los modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo e IMC > p75

En la TaBLA 18 se presentan los datos del polimorfismo rs1550117 que cuando se

analizé bajo distintos modelos de herencia se asocié significativamente con una

disminucién del riesgo de obesidad central (modelo aditivo: OR= 0.688;, 1C,95%=
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0.472-0.946, P= 0.023; modelo recesivo: OR= 0.391 , IC 95%= 0.199-0.768, P=

0.006'y modelo codominante 2: OR= 0.369, IC 95%= 0.178-0.763, P= 0.007), con

TasLA"1 Z¢ Asociacion entre rs1550117 con anormalidades metabdlicas en el grupo

control

Frecuencia de genotipos

Obesidad central
No (n=183)

Si (n=832)

Aspartatoamino
transferasa >p75

No (n=646)

Si (n=369)

Proteina C reactiva ultrasensible
>3 mg/L

No (n=749)

Si (n=266)

Interleucina-15 > p75
No (n=650)

Si (n=365)
Interleucina-10 < p25
No (n=692)

Si (n=323)

GG

0.372

0.413

0.41%

0.394

0.384

0.479

0.432

0.355

0.377

0.464

GA

0.470

0.452

0.470

0429

0.483

0.366

0.438

0.497

0.483

0.408

AA MAF

0.158 0.393

0.135 0.360

0.118 0.353

0.177 0.390

0.133 0.374

0.155:0.336

0.130 0.348

0.147 0.396

0.140 0.382

0.127 0.331

Modelo

Aditivo

Recesivo

Codominante
2

Recesivo

Codominante
2

Dominante

Heterocigoto

Codominante
1

Dominante

Codominante
1

Aditivo
Dominante

Heterocigoto

Codominante
1

OR[IC95%] p

0.688
[0.472-0.946] 0923

0.391

[0.199-0.768] °-00®
0.369

[0.178-0.763] 2097

1.560
[1.084-2.244] %-017

1.528
[1.031-2.263] 0-93°

0.631
[0.465-0.856] 0003

0.590
[0.433-0.804]

0.567
[0.408-0.789] 2-001

0.001

1.370
[1.042-1.802] 9024

1.380
[1.034-1.842] 0929

0.809
[0.661-0.990] 2-04C

0.705
[0534-0.929] 0013

0.747

[0:567-0.985] *-038
0.694

[0.517-0.982] *-01°

Los modelos de herencia se ajustaron por edad, sexo e IMC > p75
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mayor riesgo de aumento de Aspartatoaminotransferasa >p75 (modelo recesivo:
OR="1.560, IC 95%= 1.084-2.244, P= 0.017 y modelo codominante 2: OR= 1.528,
IC 95%=1.031-2.263, P= 0.035), con bajo riesgo de tener un aumento de Proteina
C reactivawitrasensible >3 mg/L (modelo dominante: OR= 0.631, IC 95%= 0.465-
0.856, P=0.003; modelo heterocigoto: OR= 0.590, IC 95%= 0.433-0.804, P=0.001
y modelo codominante 1: OR= 0.567 , IC 95%= 0.408-0.789, P= 0.001), con mayor
riesgo de aumento-de _ Interleucina-15 > p75 (modelo dominante: OR= 1.370, IC
95%= 1.042-1.802, P="0.024 y modelo codominante 1: OR= 1.380, IC 95%= 1.034-
1.842, P=0.029) y con bajorriesgo de tener una disminucion de la interleucina 10
<p25 (modelo aditivo: OR= 0:809, IC 95%= 0.661-0.990, P= 0.040, modelo
dominante: OR= 0.705, IC 95%= 0,534-0.929, P= 0.013, modelo heterocigoto: OR=
0.747, 1C 95%= 0.567-0.985, P= 0.038 y modelo codominante 1: OR= 0.694, IC

95%-= 0.517-0.932, P= 0.015).

7.9.2 Andlisis de polimorfismos de"DNMT3A en participantes del grupo AS
En el grupo de participantes con aterosclerosissubclinica y analizado bajo
diferentes modelos de herencia el polimorfismo rs13420827 de DNMT3A se asocio
significativamente con una disminucién del riesgo de hipertension (modelo aditivo:
OR=0,651, IC 95%=0,470-0,904, P= 0,010); modelo recesivo: OR=0.421, IC 95%-=
0.219-0.809, P=0.009 y

¢modelo codominante 2: OR= 0.372, IC 95%= 0.183-0.757, P="0.757)?

con mayor riesgo de aumento de apolipoproteina B > 110 mg/dL (modelo dominante:

OR=1.842, IC 95%= 1.152-2.944, P= 0.011; modelo heterocigoto: OR= 1.845y1C
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95%= 1.198-2.843, P= 0.005 y modelo codominante 1: OR= 2.051, IC 95%= 1.253-
3.358, P= 0.004), mayor riesgo de aumento de alanin-aminotransferasa >p75
(modelo» dominante: OR=1.684, IC 95%= 1.036-2.739, P= 0.036 y modelo
codominante, 1: OR= 1.802, IC 95%= 1.078-3.012, P=0.025), mayor riesgo de
presentar el fenotipo B del colesterol LDL (modelo aditivo: OR= 1.917, IC 95%-=
1.404-2.616, P= 471 x 10°; modelo dominante: OR= 2.710, IC 95%= 1.714-4.286,
P=2.0 x 10°; modelgrecesivo: OR=1.896, IC 95%= 1.089-3.301, P=0.024; modelo
heterocigoto: OR= 1.659, 1G 95%= 1.093-2.518, P= 0.018; modelo codominante 1:
OR= 2.526, IC 95%= 1.55944.095, P= 1.7 x 104, y modelo codominante 2: OR=
3.306, IC 95%= 1.755-6.227, P=2,1 x 10#). Estos datos estan representados en la
TasLA 19. En cuanto a la asociacion.entre rs1550117 con anormalidades metabdlicas
en el grupo de participantes con aterpsclerosis subclinica (AS) se encontré una
disminucion del riesgo de hipertension (modelo aditivo: OR= 0.642, IC 9s%= 0.465-
0.887, P=0.007; modelo dominante: ©OR=0.635,1C 95%=0.404-0.999,

TaBLA 18. Asociacidn entre rs13420827 con"anormalidades metabdlicas en el grupo de
participantes con aterosclerosis subelinica (AS)

Frecuencia de genotipos

CC CG GG MAF Modelo OR [IC 95%)] p
Hipertension
No (n=221) 0.308 0.471 0.222 0.457 Aditivo 0.651 0.010
- ' ' ' ' [0.470-0.904] ™
. . 0.421
Si (n=144) 0.410 0.486 0.104 0.347 Recesivo [0.219-0.809] 0.009
Codominante 0.372
2 [0.183-0.757] 0.757
Apolipoproteina B
> 110 mg/dL
_ . 1.842
No (n=232) 0.398 0.420 0.182 0.392 Dominante [1.152-2,:944] 0.011
. . 1.845
Si (n=133) 0.263 0.571 0.165 0.451 Heterocigoto [1.198-2.843] 0.005
Codominante 2.051
1 [1.253-3.358] &'
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Alanin-amino
transferasa >p75

No (n =224)
Si (n =141)
DL fenotipo B
No (n=192)

Si (n=173)

0.384 0.438 0.179 0.397

0.291 0.539 0.170 0.440

0.448 0.417 0.1350.344

0.238 0.541 0.221 0.491

Dominante

Codominante
1

Aditivo
Dominante
Recesivo

Heterocigoto

Codominante
1
Codominante
2

1.684
[1.036-2.739]
1.802
[1.078-3.012]

1.917
[1.404-2.616]
2.710
[1.714-4.286]
1.896
[1.089-3.301]
1.659
[1.093-2.518]
2.526
[1.559-4.095]
3.306
[1.755-6.227]

0.036

0.025

4.1x
10°
2.0x
10°

0.024

0.018

1.7x
104
2.1x
10*

Los modelos de herencia se ajustaron-per edad, sexo e IMC > p75

P= 0.049; modelo recesivo: OR=-0:408, IC 95%= 0.207-0.802, P= 0.009 y modelo

codominante 2: OR= 0.359,/1C»9s5%=, 0.175-0.736, P= 0.005); mayor riesgo de

aumento de apolipoproteina B > 110 mg/dks(modelo aditivo: OR= 1.390, IC 95%=

1.031-1.874, P=0.031; modelo recesive; OR= 1.935, IC 95%= 1.097-3.412, P=0.023

y modelo codominante 2: OR= 2.089, IC_gs%= 1.428-3.869, P=0.019), mayor riesgo

TaBLA 20. Asociacién entre rs1550117 con anormalidades metabdlicas en el grupo de
participantes con aterosclerosis subclinica (AS)

Frecuencia de genotipos

Hipertension
No (n=221)

Si (n=144)

Apolipoproteina B > 110 mg/dL
No (n=232)

GG GA AA MAF

0.385 0.416 0.199 0.407

0.493 0.410 0.097 0.302

0.455 0.420 0.126 0.334

Modelo

Aditivo

Dominante

Recesivo

Codominante
2

Aditivo

OR [IC 95%]

0.642
[07465-0.887]
0.635
[07204-0,999]
0408
[0.207-0.802]
0.359
[0.175-0.736)

1.390
[1.031-1.874]

p

0.007

0.049

0.009

0.005

0.031
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Si (n=133) 0.376

DL fenotipo B
No (n=192) 0.484

Si (n=173) 0.360

Grasa visceral abdeminal >p75
No (n=105) 0.514

Si (n=260) 0.392

0.406

0.375

0.459

0.362

0.435

0.218 0.211

0.141 0.328

0.180 0.410

0.124 0.305

0.173 0.390

Recesivo

Codominante
2

Aditivo

Dominante

Codominante
1

Aditivo

Dominante

Codominante 1

Codominante
2

1.935
[1.097-3.412]
2.089
[1.128-3.869]

1.398
[1.043-1.874]
1.710
[1.117-2.618]
1.687
[1.066-2.669]

1.814
[1.218-2.701]
2.319
[1.334-4.033]
2.144
[1.186-3.874]
2.909
[1.252-6.759]

0.023

0.019

0.025

0.014

0.026

0.003

0.003

0.012

0.013

Los modelos de herencia se ajustaron porfedad, sexo e IMC > p75

de aumento del fenotipo B del/colesterol’LDL (modelo aditivo: OR= 1.398, IC 95%=

1.043-1.874, P= 0.025; modelol dominante: OR= 1.710, IC 95%= 1.117-2.618, P=

0.014 y modelo codominante 1: OR=1.687, |IC 95%= 1.066-2.669, P= 0.026), asi

como con un mayor riesgo de aumento de la grasavisceral abdominal >p75 (modelo

aditivo: OR=1.814, IC 95%=1.218-2.701, P=0.003;.medelo dominante: OR=2.319,

IC 95%= 1.334-4.033, P= 0.003; modelo codominante™l: OR= 2.144, IC 95%=

1.186-3.874, P=0.012 y modelo codominante 2: OR= 2.909; 1C.95%= 1.252-6.759,

P=0.013), como se puede apreciar en la tabla 20.
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8. Discusion

En-€ste trabajo de investigacion se analizaron polimorfismos de los genes PCSK9
y de DNMT3A en individuos sin antecedentes familiares, ni personales de
enfermedad cardiovascular, formando dos grupos de estudio, el grupo control con
calcio arterial,coronario = 0 y el grupo de aterosclerosis subclinica con calcio arterial
coronario = >0.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas con las variantes
rs2479409, y rs615563 entré los grupos de estudio con relacion a la asociacion de
con EAC.

Recientemente, el estudio del componente genético en la aterosclerosis subclinica
ha tomado relevancia clinica en la*salud publica en todo el mundo. La deteccion de
genes de riesgo asociados«Con.. AS .podria mejorar la comprension de su
fisiopatogenia. Por lo tanto, en el presente@studio, se analizaron dos polimorfismos
(rs2479409 y rs615563) del gen PCSK9, y tres (rs13420827, rs752208 y rs1550117)
de DNMT3A en 1102 controles y 394 personas con AS, con el objetivo de determinar
un posible riesgo de desarrollar AS en una poblacibn"mexicana.

Gen PCSK9

En el gen PCSK9, investigamos la asociacion de los polimorfismos con factores de
riesgo cardiometabdlico, donde se observo una distribucion diferente\de rs2479409
en individuos con AS cuando se compar6 con controles. Una mayoespresencia del
alelo A en AS sugiere que podria ser un marcador de riesgo para™individuos
mexicanos con AS. Por otro lado, los niveles séricos elevados de PCSK9 se,han

asociado con diferentes enfermedades vasculares como vasculitis, aterosclerosis,
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calcificacion arterial, enfermedades cerebrovasculares y adrticas. [157] Ademas,
varios informes han relacionado a PCSK9 con lupus eritematoso sistémico [158,
159],7artritis reumatoide [160] [161], psoriasis [162] [163], esclerosis sistémica [164]
y sindromernefrotico. [165]

Mostaza y col. analizaron la asociacion del polimorfismo rs11591147 con los niveles
de lipidos y enfermedad vascular subclinica en 1188 individuos sin enfermedad
cardiovascular. En este estudio se encontro una asociacion significativa con AS; sin
embargo, no se encontrd0 asociacion con los niveles de lipidos. [166].
Recientemente, Qiu et al. realizd6 un metaanalisis de los polimorfismos de PCSK9
rs505151 y rs11591147 y encentré6 una asociacion de estos polimorfismos con
riesgo cardiovascular y niveles_.elevados de lipidos. [167] Por otro lado, Reddy et al.
reportd una asociacion del polimorfismo rs505151 con EAC en pacientes del norte
de la India. [168] Aunque las asaociacionessfueron con diferentes polimorfismos, si
consideramos que es el mismo geny entonees.estos resultados concuerdan con
nuestros hallazgos. Ademas, diferentes”polimorfismos del gen PCSK9 influyen
sobre los niveles circulantes de moléculas relacionadas con el metabolismo lipidico
que conducen a un riesgo de dislipidemias y enfermedades cardiovasculares. Se
sabe que el polimorfismo rs2479409 se ha asociado con LBL-C y el polimorfismo
rs615563 esta implicado. con niveles circulantes de triglicéridos (TG). En nuestro
estudio, al analizar la asociacion entre ambos polimorfismos y las Concentraciones
de LDL-Cy TG, el polimorfismo rs2479409 mostro asociacion con los niveles de TG

en el grupo control.
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Sin embargo, actualmente existe controversia en resultados con asociacion positiva
y\negativa. Luo y col. observaron una asociacion de rs2479409 con riesgo para
colesterol total (CT) en poblacion china. [169] Kulminski et al. encontraron que el
polimorfismo, rs2479409 mostré un papel protector con los niveles de CT. [170]
Small y col. infermaron una asociacion de rs2479409 con niveles disminuidos de
LDL-C en pacientes con EAC y accidente cerebrovascular isquémico. [171]
Harrison y col. no eneontraron asociacion de rs2479409 con los niveles circulantes
de LDL-C. [172] Guo y col. abservaron en el polimorfismo rs615563 una asociacion
con los niveles circulantes'de”TG y CT en poblacion china. [173] [174]

Por otro lado, el polimorfismo rs6245563 en el grupo control se asocié con bajo riesgo
de desarrollar hipertrigliceridemia. Estas diferencias entre estos estudios y el
nuestro podria deberse a los‘criterios de inclusion utilizados en cada estudio.

Luo y col. y Guo y col. evaluaron_pacientes con dislipidemia; Kulminski y col.
reanalizaron asociaciones previas en un metaanalisis GWAS; Small y col. incluyeron
pacientes coronarios; Harrison y col.“pacientes Seleccionados con aneurisma
aortico abdominal; Guo y col. estudiaron individuos”sanos en dos poblaciones
diferentes de China, mientras que en nuestro estudio selo se incluyeron individuos
con AS, considerando un puntaje CAC> 0. Ademas, todeS.Los individuos que
incluimos eran asintomaticos y no tenian antecedentes familiares ni\personales de
EAC. Por lo tanto, los participantes de nuestro estudio eran diferentes de los
estudiados por los autores mencionados anteriormente.

Ademas, los estudios en poblaciones han identificado diferentes mutaciones-en el
gen PCSK9 que estan implicadas en cambios en los niveles circulantes de colesterol
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LDL. Las mutaciones con ganancia de funciéon (MGF) reducen los niveles de LDLR
en elhigado, lo que resulta en un aumento en los niveles circulantes de LDL-C, lo
que lleva a un alto riesgo de desarrollar EAC; mientras que las mutaciones con
pérdida deduncion (MPF) aumentan los niveles de LDLR, disminuyendo los niveles
circulantes de &DL-C vy, por lo tanto, tiene un efecto protector contra EAC. [175],

[111], [176], [17747T128], [179]

Por lo tanto, la evidencia anterior sugiere la complejidad involucrada en la regulacion
de los niveles circulantes desmoléculas implicadas en el metabolismo de los lipidos
por la actividad del gen PCSKO.

A continuacién, exploramos laCasociacion de los polimorfismos rs2479409 y
rs615563 con anomalias metabdlicas comparando controles sanos con individuos
con aterosclerosis subclinica: En’el grupo_de control, el rs2479409 se asocio con un
menor riesgo de sindrome metabdlico, unsbajo riesgo de tener un aumento de la
fosfatasa alcalina >p75, y un bajo riesgo de aumento de la gamma-
glutamiltranspeptidasa. Varios informes han ¢demostrado que el sindrome

metabolico aumenta el riesgo de eventos cardiovasculares. [180], [181], [182]

Estudios recientes han sugerido que el aumento de la fpsfatasa alcalina sérica es
un predictor de enfermedad cardiovascular y calcificacion vascular. [183], [184]

Del mismo modo, algunos estudios han asociado niveles séricos elevados de
gamma-glutamiltranspeptidasa con una alta prevalencia de EAC‘y factores de

riesgo cardiovascular. [185], [186], [187]

El polimorfismo rs615563 se asocidO con una disminucion del riesgo de
hipertrigliceridemia y un bajo riesgo de tener altos niveles de interleucina 1B > p75.
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Es bien sabido que el aumento de los niveles séricos de triglicéridos es un factor de
riesgo cardiovascular importante, y también se ha asociado con aterosclerosis.

[188]¢'1189], [190] Finalmente, altos niveles de interleucina 1 estan implicados en la

inflamaciony aterogénesis. [191], [192]

También observamos que, en el grupo de individuos con AS, el polimorfismo
rs2479409 se asaCig.con un bajo riesgo de tener resistencia a la insulina del tejido
adiposo y un bajo‘riesgo de aumento de interleucina 1B > p75. El polimorfismo
rs615563, por otro lado, se asocido con menor riesgo de tener obesidad central,
sindrome metabdlico, hiperinsulinemia, insulina resistencia, resistencia a la insulina
del tejido adiposo, bajo riesgode, aumento de la fosfatasa alcalina >p75, y bajo
riesgo de tener una disminucion de la interleucina 10 <p25.

Es importante caracterizar geneticamente,a los individuos con AS para establecer
una deteccion tempranay oportunay para prevenir enfermedades cardiovasculares.
[193] En nuestro estudio, ninguno derlos haplotipos de PCSK9 se asoci6 con AS.
Hasta ahora, no hay evidencia de hapletipos asociados con AS; por lo tanto, se
requieren estudios adicionales para comprender €l verdadero papel de los
polimorfismos del gen PSCK9 en AS.

El analisis bioinformatico mostréo que los cambios en el pelimorfismo rs2479409
produjo sitios de union para los factores de transcripcion AP-1, YY1 y\HOXA9, todos
ellos relacionado con enfermedad vascular. AP-1 es una conacida _familia de
complejos diméricos implicados en diferentes procesos celulares como
diferenciacion, proliferacion celular, supervivenciay muerte, y ha estado involucrado
en diferentes enfermedades, en particular las de etiologia inflamatoria. [194],[195]
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En patologias multifactoriales, han sido reportadas modificaciones de los sitios de
unionAP-1, y esos sitios estan relacionados con la regulacién epigenética y el riesgo
genéticarde enfermedad de las arterias coronarias. [196]

YY1 es un~nucleo de dedos de zinc que puede activar o reprimir e iniciar la
transcripcion. segun la estructura y condiciones ambientales. En las enfermedades
vasculares, YYLlspuede actuar como represor de varios promotores de genes
implicados en la aterogénesis, tales como hormonas, factores de crecimiento y
citocinas. Santiago y col. demostraron que YY1 se expresa diferencialmente en
arterias humanas sanas y dafiadas. [197] HOXA9 es un factor de transcripciéon con
importantes implicaciones en la“expresion de varios genes relacionados con la
biologia endotelial, incluyendo VE-cadherina, VEGFR-2, ENOs. [198] Es bien
sabido que la disfuncion endotelial representa el paso inicial para la progresion a
enfermedad cardiovascular. [199]

Gen DNMT3A

El gen DNMT3A codifica a la enzima ADN metiltransferasa alfa 3, un miembro de
las metiltransferasas involucradas en varios procesos)del desarrollo humano al
establecer patrones de metilacion del ADN durante el deSarrollo, especificamente
en proteinas histonas e islas CpG dentro del genoma, desempefiando un papel
importante en los procesos paternos y maternos de imprinting. [200]

Trabajo de otros autores

La proteina DNMT3A tiene tres dominios funcionales principales:” ER dominio
PWWD, que es basicamente un nucleo de Pro-Trp-Trp-Pro y que esta presente en
proteinas que funcionan como factores transcripcionales que regulan el proceso.de
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desarrollo. Tatton-Brown y cols detectaron siete variantes en este dominio, [201] el
dominio de tipo dedos de zinc FYVE/PHD que participa en las interacciones de
union” proteina-proteina y proteina-ADN, donde Tenorio y cols Identificaron tres
mutaciones;una variante de paro, una variante de splicing y una variante missense.
y, por ultimo, ehdominio de citosina metiltransferasa C-5 dependiente de SAM es
esencial para llevara.cabo la actividad que regula predominantemente los patrones
de metilacion en los.sitios CpG en muchas regiones impresas. [202]

Por otra parte, ciertas variantes de DNMT3A causan patrones de metilacion de ADN
especificos de la transcripeién,que afectan la hematopoyesis, DNMT3A juega un
papel fundamental en la difereneiacion hematopoyética. Bozic y cols., demostraron
que el empalme alternativo de. DNMT3A tiene secuelas epigenéticas y funcionales
caracteristicas debido a que.las transcripciones especificas de DNMT3A se
regularon negativamente o se sobreexpresaron y esto dio como resultado cambios
en la expresion génica y metilacion del ADN.+203]

Por lo tanto, es posible que los defectos'en la fungion de DNMT3A, causada por las
variantes identificadas, puedan producir alteraciones“de las vias metabolicas que
finalmente podrian conducir a defectos en las moléculas-involucradas en la génesis
de la enfermedad arterial coronaria y el fenotipo de aterosclerosis subclinica.
Estudios previos observaron la presencia de mutaciones DNMT3A principalmente
en casos de cancer, donde las mutaciones en DNMT3A son muy_recurrentes en
pacientes con leucemia mieloide aguda, en aproximadamente un 20%..[204] En el
caso del cancer gastrico, las conclusiones no fueron siempre consistentes,.en un
estudio llevado a cabo por Liy cols., en 2016, no se encontro asociacion, al evaluar
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el efecto de los polimorfismos rs1550117 y rs13420827 de DNMT3A con el riesgo
de desarrollar cancer gastrico. [138]

Sin embargo, en un estudio realizado por Zhou y cols., con el objetivo de determinar
si las variaciones genéticas en DNMT3A podrian estar asociadas con el riesgo de
cancer gastrico;encontraron que tres variaciones genéticas de interés en DNMT3A
no estan asociadas _con la presencia de cancer gastrico, pero que rs13420827
puede contribuir al riesgo de cancer gastrico para los individuos mas jovenes.[205]
Nuestro trabajo

En nuestro estudio, encontramoes que el grupo control analizado bajo diferentes
modelos de herencia el polimorfismo rs13420827 de DNMT3A se asocio

significativamente con un mayor tiesqo de aumento de Apolipoproteina B > 110

mg/dL, alaninaminotransferasa->p75 y'de la proteina C reactiva ultrasensible >3

mg/L. Contradictoriamente, los resultados.ebtenidos en el grupo de aterosclerosis

subclinica (AS) de nuestro estudio,/sla)variante rs13420827 se asocié con una

disminucién del riesgo de hipertension; pero tamhien con mayor riesgo de aumento

de apolipoproteina B > 110 mg/dL, alanin-aminotransferasa >p75 y con un mayor

riesgo de presentar el fenotipo B del colesterol LDL.

Se ha informado que la metilacion del ADN es un importante regulador de la
estabilidad de la estructura genémica, para demostrar esto, Ding y‘cols., realizaron
un analisis de asociacion en pacientes con enfermedad de Machado-Joseph (MJD)
encontrando que rs13420827 contribuye a modular la edad de inicio_de la

enfermedad. [206]
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La enfermedad arterial coronaria representa una de las principales causas de
muerte a nivel mundial, se han identificado diferentes factores de riesgo para
establecer estrategias que busquen prevenir el padecimiento. En el presente
estudio secevalud el aporte de la Genética como un factor de riesgo adicional,
mediante el analisis de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP).

Es importante sefialar que los SNPs solo han explicado aproximadamente una
décima parte del riesgo_de la enfermedad cardiovascular porque no son afectados
por las interacciones gen-ambiente.

Evidencias sugieren que‘.Jlas,-modificaciones epigenéticas estan remodelando
activamente procesos patologicos (por ejemplo, desdiferenciacién de células de
musculo liso, acumulacion . de células senescentes) en la enfermedad
cardiovascular. La senescencia.de las células vasculares en las arterias envejecidas
no soélo contrarresta los procesos/regengrativos, sino que también exacerba la
aterogénesis.

Las modificaciones del epigenoma incluyen cambios en la metilacion del ADN, el
codigo de histona y la expresion de ARN no codificantes. La metilacion del ADN es
un importante regulador epigenético que modula la expresion génica especifica del
tipo de célula. [154]

En mamiferos, el patrén de metilacion del ADN es establecido y mantenido por tres
enzimas de ADN metiltransferasa (DNMT): DNMT3A y DNMT3B(son_esenciales
para la metilacion de ADN de novo durante desarrollo. [155], mientras‘que, DNMT1

es necesaria para mantener patrones de metilacion durante la division celular.[156]
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Debido a que los polimorfismos estudiados se encuentran en regiones no
codificantes del gen DNMT3A, es posible que se afecte un sitio de regulacion al
codificar una proteina diferente de la establecida, causando una mutacién no
sinbnima. En caso de ser asi, se podrian generar opciones terapéuticas en el futuro
para modificar~la mutaciéon y eliminar el riesgo de desarrollar enfermedades
coronarias. [210]

El presente estudiogtiene fortalezas importantes: incluimos una gran cohorte de
individuos mexicanos étnicamente homogéneos para asegurar que la estratificacion
de la poblacion no fuera tendenciosa. De igual forma, en todos los participantes fue
posible obtener informacidn sobreparametros clinicos, demograficos, tomograficos
y bioquimicos. No obstante, .también deben reconocerse algunas limitaciones:
nuestros resultados deben Interpretarse con cautela, considerando que los
participantes no fueron seleccionados alsazar. Ademas, nuestros resultados se
generaron a partir de individuos pertenecientes ada fase basal del estudio mexicano

GEA con un disefo transversal.
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9. Conclusiones

Los”polimorfismos estudiados del gen PCSK9 en individuos con aterosclerosis
subcliniCa se asocian con un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria
prematura.

Tomando en cansideracion a la EAC como una enfermedad multifactorial compleja
y dada la implicacion de PCSK9 en la alteracion de los patrones normales de
procesamiento del receptor LDL, no se descarta que estos polimorfismos se hallen
en desequilibrio de ligamehto con otros polimorfismos funcionales en los que
también resida la relacion causa-efecto con la enfermedad arterial coronaria.
Seran necesarios estudios con otras variantes genéticas relacionadas con riesgo de
enfermedad cardiovascular para reforzar los resultados.

En el andlisis de polimorfismes.del gen® PCSK9, se demostrd la asociacion del
polimorfismo rs505151, como un-posible marcador de riesgo para la enfermedad
arterial coronaria prematura en la ‘poblacionsmestiza mexicana, asi como de
rs615563 como factor protector en nuestra poblacién.

Por otro lado, la medicidn del calcio arterial coronario’nas permitio excluir a aquellos
individuos sanos que presentaron CAC>1, de acuerdo €on la escala de Agatson,

para poder analizar mejor al grupo control.
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10. Perspectivas

La utilidad de los estudios de asociacion centrados en genes candidatos
seleccionadas por su posible significancia clinica muestra ciertas limitaciones, ya
que a pesar de~que innumerables polimorfismos han sido estudiados y asociados
con EAC, frecuentemente han presentado resultados inconsistentes o negativos.
Es importante que-en_el futuro la investigacion de factores de riesgo genéticos
predictivos y biomarcadores de EAC se basen en la integracion de enfoques
alternativos en los estudios.de.genes individuales (SNP, variaciones de numero de
copia, expresion de gen-proteina;yregulacién epigenética), asi como en el andlisis
de todo el genoma.

A pesar de contar con una cohorte de tamafo considerable; un aspecto importante
para modificar en futuros proyectos deinvestigacion sobre la genética de la
enfermedad aterosclerosa es aumentar el tamafe de muestra para mejorar el poder
estadistico y comprobar si se repiten las‘téndencias descritas tras dividir la muestra

en subgrupos de aterosclerosis subclinica.
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