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RESUMEN
Los genes que codifican para las apolipoproteinas APOA4 y APOA5 han sido

relacionados con el metabolismo de lipidos y consecuentemente con su
contribucion al desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Dichas enfermedades
son complejas, heterogéneas, discapacitantes y causantes de mas de un tercio de
las muertes registradas en el mundo. Los polimorfismos localizados en estos genes
han sido poco estudiados en nuestra poblacion, dando origen al presente trabajo
cuyo objetivo fue determinar la contribucién genética de los polimorfismos rs5104
(APOA4) y rs662799 (APOADS) al desarrollo del infarto agudo al miocardio (IAM) en
una muestra de la poblacibn mestiza mexicana. Para ello, se analizaron 700
individuos no relacionados entre si divididos en tres grupos: 1) grupo de IAM
(n=100), 2) grupo control (n=200) y 3) grupo control gendémico (n=400). Nuestros
resultados mostraron una mayor frecuencia del alelo rs5104-C en los individuos con
IAM en comparacion con los otros grupos de estudio (OR = 2.455, p <0.0005). Estos
resultados fueron consistentes con el estado homocigoto (rs5104-CC; OR=2.483 p
< 0.093). Por su parte, el alelo rs662799-G mostr6 una mayor frecuencia en
individuos con IAM (OR = 2.471, p < 0.0004), como con su estado homocigoto
(rs662799-GG) sugiriendo un mayor riesgo al IAM en comparacion con los demas
grupos (OR = 2.966, p=< 0.036). Estos hallazgos fueron consistentes al comparar la
combinacion multiloci (APOA4/APOA5; C+G) entre los grupos, en donde los
portadores de esta combinacién mostraron un mayor riesgo al IAM (OR = 2.039,
95%IC  =1.232-3.376, p< 0.007). Nuestros resultados sugieren que dichos
polimorfismos podrian convertirse en marcadores de riesgo para las enfermedades
cardiovasculares en la poblacién mestiza mexicana. Sin embargo, estos resultados
son preliminares y se deben tomar con cautela, por o que se requieren de mas

estudios.



.  INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de condiciones
complejas y heterogéneas causantes de mas de un tercio de las muertes registradas
en todo el mundo (OMS, 2017). La aterosclerosis, detonante principal de estas
enfermedades, antecede al desarrollo de manifestaciones clinicas como el Infarto
agudo al miocardio (IAM), la cardiopatia isquémica (Cl) y el accidente
cerebrovascular (ACV) (Morera et al., 2003). Fisiologicamente, la aterosclerosis se
origina a partir de la perdida gradual de la funcion endotelial, relacionado a la
acumulacion de grasas y a la formacion de una capa adiposa que desencadena una
respuesta inflamatoria (Portilla et al., 2014). Los habitos de vida adoptados por la
sociedad mexicana en las ultimas dos décadas han sido relacionados con el
incremento de las ECV, por lo que cada dia se manifiestan a edades mas tempranas
(Cortes, 2016). Factores de riesgo clasicos como la hipertension arterial, la diabetes
tipo 2 (DT2), el habito de fumar y la obesidad incrementan notablemente el riesgo
de ECV, pero no ejercen la suficiente presion para provocar el desarrollo de este
tipo de condiciones complejas, por lo que la historia familiar, y por ende la carga
genética de susceptibilidad, tienen un papel central en su desarrollo.

Los estudios epidemioldgicos, en conjunto con los estudios de asociacion de
genoma completo han resaltado la participacion de la inflamacion, los desérdenes
de la coagulacion, el estrés oxidativo y el metabolismo de lipidos como puntos
criticos para el estudio de las ECV (Camacho-Mejorado et al., 2020). El estudio de
las variantes genéticas relacionadas con la susceptibilidad a desarrollar ECV en
otras poblaciones, no necesariamente es consistente en poblaciones hispanas (Qi
y Campos, 2011). Lo anterior podria estar relacionado con la complejidad genética
de la poblacion mestiza, una poblacién de reciente aparicion (10 a 15 generaciones)
con una heterogeneidad genéticamente prominente, resultante de las poblaciones
a partir de las cuales se origind: Nativos Americanos, Europeos y Africanos
(Santana et al., 2014; Johnson et al., 2011). Lo anterior tiene especial relevancia en
los estudios de asociacion genética en donde el conocimiento de la arquitectura

genética mexicana deberia de ser considerada para evitar falsas asociaciones.



II. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de condiciones complejas y
heterogéneas causantes de mas de un tercio de las muertes registradas en el
mundo; cerca de 17 millones de personas mueren anualmente por esta causa. En
México, el sistema de salud gastdé mas de 863 mil millones de ddlares en el
tratamiento de pacientes con ECV en el afio 2010; se estima que estas cifras
aumentaran en un 22% en las préximas dos décadas. Estadisticamente, el sexo
masculino presenta una incidencia mas alta de este tipo de condiciones en
comparacioén al sexo femenino, razén por la cual el presente proyecto se centra en

el estudio de individuos del sexo masculino.

La alta incidencia de las ECV en nuestro pais, en conjunto con las politicas de
prevencion en salud justifican la busqueda de biomarcadores tempranos de
susceptibilidad que conlleven a la medicina personalizada como un reto para el
diagnéstico de prevencion. La contribucion de los factores de riesgo clasicos para
el desarrollo de las ECV tiene un trasfondo genético fundamental. Sin embargo, solo
el 4% de los estudios de asociacion genética se llevan a cabo en poblaciones
Latinas, mientras que la mayoria de los hallazgos, con respecto a las asociaciones
fenotipo-genotipo, provienen de poblaciones europeas y asiaticas. Los desordenes
en la sintesis de lipidos son una piedra angular para el desarrollo de las ECV. Sin
embargo, la busqueda de biomarcadores que predispongan para su desarrollo no
necesariamente se puede extrapolar de los hallazgos obtenidos en poblaciones
genéticamente distintas a la poblacibn mexicana. Los estudios centrados en la
busqueda de variantes genéticas de riesgo constituyen una piedra angular para
tratar de comprender la patofisiologia de las ECV, dando origen a proyectos como

el que a continuacion se describe.



. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la contribucién genética de algunos polimorfimos localizados en
los genes que codifican para las apolipoproteinas A4 (APOA4) y A5 (APOADS)
y determinar su contribuciéon al desarrollo de la aterotrombosis en un grupo
de 100 individuos del sexo masculino con infarto agudo al miocardio y 200

controles sanos.

3.2 Objetivos patrticulares

Analizar la contribucién de las variantes alélicas, genotipicas y haplotipicas
de los polimorfismos rs5104 (APOA4) y rs662799 (APOA5) en un grupo de
individuos con infarto agudo al miocardio, asi como en un grupo de individuos
sanos pertenecientes a la poblacion mestiza mexicana.

Comparar la distribucién de los alelos, genotipos y haplotipos entre los
grupos de estudio, asi como con las poblaciones parentales y con otras
poblaciones Latinas (obtenidas de la base de datos del proyecto de los 1000

genomas https://www.internationalgenome.org/).




IV. ANTECEDENTES

Estudios previos llevados a cabo en México, y el resto del mundo han
demostrado la contribucion genética al desarrollo de la aterotrombosis (Camacho-
Mejorado et al., 2020; Lopez-Salazar et al., 2017; Meraz-Rios et al., 2014)(Pestana
et al., 2009; Isordia-Salas et al., 2018; Kim et al., 2018). Y el uso de los
polimorfismos génicos como herramientas poderosas para la busqueda de
marcadores de predisposicion (Fiatal y Adany, 2018). Sin embargo, al comparar los
resultados en diversas poblaciones éstos no son siempre consistentes, lo que
podria estar relacionado con la carencia de controles poblacionales e incluso étnicos
(Gomez R, 2017). Por ejemplo, en poblaciones de Europa y Asia hay variantes
genéticas que predisponen al desarrollo de sindrome metabdlico, a los altos niveles
de triglicéridos (TG) y a la enfermedad de arteria coronaria; estas mismas variantes
muestran inconsistencias en poblaciones Latinas (Halalkhor et al., 2014; Li et al.,
2014; Szalai et al., 2004; Saavedra et al., 2010; Mattie et al., 2009) (cuadrol).

En la genética de poblaciones existen diferentes factores confusores como la
estratificacion poblacional o las mezclas recientes entre poblaciones con diversos
origenes étnicos, estos factores pueden provocar falsas asociaciones gen-
enfermedad, sobre todo en estudios de casos y controles (Gomez R, 2017). Sin
embargo, los efectos de la estratificacion poblacional pueden ser minimizados en
estos estudios por la combinacion de un buen disefio epidemioldgico, utilizando
participantes pareados por sexo y carga ancestral e incluyendo a un grupo control
gendmico para conocer las frecuencias de distribucion propias de la poblacion;

evitando asi asociaciones espurias (Dadd et al., 2009).



Cuadro 1. Estudios genéticos asociados con distintas enfermedades de indole cardiovascular en distintas poblaciones.

Autor(s) | Afo | Descubrimiento
. Asociaron el SNP (rs662799) con la enfermedad de |a arteria coronaria en pacientes hungaros, encontraron una mayor frecuencia del alelo C
Szalai et al. |2004 . :
en pacientes con dicha enfermedad.
. Hallaron que dos SNP (rs3135506, rs662799) no presentaron asociacion con el sindrome metabolico en la poblacion de Puerto Rico, aunque
Mattie et al. | 2009 . : ; .
si para los niveles de colesterol en plasma y altos niveles de (TG), respectivamente.
Smart sfal. |20 Encontraron asociacion de los genotipos de APOE con |os niveles de colesterol total, no encontrando asociacion con APOA4, APOAS y

APOCS3, en nifios Griegos.

Saavedra et

Hallaron que las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de los SNP (rs662799, rs3135506) se comportaron de manera similar en sus

al 2010 | grupos de estudio (casos y controles) por ende no se asociaron a la enfermedad de la arteria coronaria para la poblacion chilena, pero si
’ para el desarrollo de la dislipidemia diabética.

Caterina et 2011 Asociaron significativamente el SNP (rs662799) con altos niveles de triglicéridos (TG) en la poblacion Italiana, los portadores del alelo C son

al. los que presentaron riesgo en comparacion con los no portadores, esto asociandolo con el riesgo temprano de infarto agudo de miocardio.

. Hallaron una asociacion significativa del SNP (rs4244285) con el sindrome metabdlico para la poblacion de Portugal, encontrando también que
Gaio etal. |2014 . - : i

portadores del alelo A tiene una proteccion contra el sindrome metabdlico.
Li B8] 2014 Encontraron cuatro SNP (rs662799, rs3135506, rs2075291, rs2266788) estrechamente relacionados con los niveles de triglicéridos (TG) en la
’ poblacién Uigur.

Sohrab et al. | 2014 | Asociaron significativamente el SNP (rs662799) con altos niveles de triglicéridos en una poblacion del norte de Iran.
Di taranto et 2015 Hallaron que el SNP (rs3135506) esta estrechamente relacionado con la hiperlipidemia familiar combina, permaneciendo independiente de

al. otras variables, en la poblacion Italina.
Mantén}l}a = 2017 | Encontraron una asociacion del SNP (rs3135506) con niveles altos de triglicéridos (TG) en individuos residentes de Bucaramanga, Colombia.




V. AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se llevé a cabo en un grupo de individuos no relacionados
genéticamente autoidentificados como pertenecientes a la etnia mestiza (la mas
prominente del pais) de la poblaciobn mexicana del Valle Central de México (Figura
1). De acuerdo con el Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH), se define
a un Mestizo como un individuo nacido en la republica mexicana, con apellidos
derivados del espafiol y con antecedentes familiares de antepasados mexicanos en
al menos tres generaciones (Serrano-Sanchez et al., 1996). El grupo Mestizo es el
resultado de 500 afios de mezcla principalmente entre espafioles, Nativos
Americanos y esclavos africanos siendo un grupo de formacioén reciente (10 a 15

generaciones) (Johnson et al., 2011).

Estados Unidos Mexicanos

B Estados pertenecientes al
valle central de México

Figura 1. Mapa de la Republica Mexicana, resaltando en color rojo los estados del Valle Central de
México incluidos en la presente tesis. 1. Ciudad de México; 2. Guanajuato; 3. Puebla; 4. Querétaro.



El presente trabajo se llevdO a cabo en el Laboratorio de Gendmica
Poblacional (Laboratorio 14) del Departamento de Toxicologia del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) del IPN, ubicado en la Av.
Instituto Politécnico Nacional 2508, San Pedro Zacatenco, 07360 Ciudad de México,

México (Figura 2).

Tepotzotlan
Cuautitian {570
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Departamento de G3e)
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SETY
{3340 Centro de Investigacion ——
s b a y de Estudios Avanzados U500
b >
5]
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Figura 2. Localizaciéon del Departamento de Toxicologia del CINVESTAV-IPN, Ciudad de México,
alcaldia Gustavo A. Madero.



VI.  MARCO TEORICO

6.1 Generalidades de las enfermedades cardiovasculares (ECV)

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ECV son un
grupo de trastornos del corazon y de los vasos sanguineos causantes primarios de
muertes a nivel mundial y nacional, esto de acuerdo con los reportes de la secretaria
de salud y proteccion de la salud (SSA, 2001). Entre las manifestaciones clinicas de
este tipo de condiciones complejas, destacan la cardiopatia isquémica y el accidente
cerebrovascular responsables colectivos de casi 13 millones de muertes en el 2010
a nivel mundial (Lozano et al., 2010). En general, las ECV convergen en un
detonante silencioso caracterizado por la retencion de lipidos en la capa intima de
las arterias que conlleva a una inflamacion cronica, lo que se conoce como
aterosclerosis. (Summerhill et al., 2019).

Para entender mejor el proceso de la formacion de la placa aterosclerotica,
empezaremos por conocer la anatomia arterial (Figura 3). Esta se constituye de tres
capas principales: 1) una capa intima constituida por células endoteliales que estan
en contacto con el constante flujo sanguineo, 2) una capa media comprendida por
células de musculo liso y 3) una capa externa, formada por mastocitos vy
terminaciones nerviosas (Figura 3A; Lo y Plutzky, 2012). Existen diferentes factores
que causan dafios y desencadenan en la disfuncion endotelial originando asi la
aterosclerosis. Entre ellos se encuentran a los radicales libres, la hipertension, y la
diabetes mellitus, entre otros (Ross, 1999). De manera general, la inflamacion juega
un papel importante en el desarrollo de las ECVs, ya que después de una lesion,
las células endoteliales secretan en su superficie moléculas de adhesion para unirse
a leucocitos, entre ellas la molécula de adhesion celular vascular VCAM-1 (por sus
siglas en inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1) (Libby et al., 2002). Una vez
adheridos los leucocitos, éstos penetran la capa intima, mediante quimiotrayentes
de monocitos como la proteina 1 (MCP-1) la cual se cree que es la que se encarga
de la trasmigracion (Libby et al., 2002). Subsecuentemente otras células estan
involucradas en el reclutamiento de la respuesta inflamatoria local (Conti y Shaik-
Dasthagirisaeb, 2015). Los macrofagos por su parte expresan receptores
captadores de lipoproteinas modificadas, como el factor estimulante de colonias de

8



macrofagos (M-CSF, por sus siglas en Inglés), lo que les permite ingerirlas y
convertirse en células espumosas (Libby et al., 2002). Este factor es una proteina
multifuncional que regula la proliferacion y la diferenciacién de fagocitos, ademas
de funcionar como quimiotéctico de monocitos (Qiao et al., 1997).

Aunque la aterosclerosis se relaciona errbneamente con el envejecimiento y la
dieta, estudios previos han demostrado que, desde el nacimiento, los seres
humanos acumulamos grasas en las arterias (Hong, 2010). Un estudio reciente,
realizado en momias egipcias de diferentes edades y periodos de tiempo, ha puesto
en evidencia la presencia de aterosclerosis en 47 de 137 momias estudiadas
(Thompson et al., 2013). La edad media de las momias fallecidas por aterosclerosis
fue de 43 afios, los periodos de tiempo de la era Predinastico 3100 antes de cristo
hasta el fin de la era Romana 364 (Thompson et al., 2013). Lo anterior sugiere que
la dieta no pareciera ser un factor determinante, soportando la carga genética de

predisposicion.

Otro ejemplo es la momia Otzi hallado en los Alpes Italianos, el cual presentaba
una serie de enfermedades, destacando la aterosclerosis, a pesar de llevar una vida
de cazador-recolector; los andlisis arrojan que existe una alta posibilidad de dieta
alta en grasa, complementada con carne silvestre, cereales y trazas de helechos
toxicos (Keller et al., 2012). Estos estudios soportan que, a pesar de tener dietas
completamente distintas, la presencia de la aterosclerosis fue consistente en las

diferentes civilizaciones, acompafandonos a lo largo del tiempo.
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Figura 3. Etapas en el desarrollo de la placa aterosclerética y sus complicaciones. A) Representacion
de una arteria normal, mostrando las capas intima, media y adventicia. B) El proceso aterosclerético
inicia con la adhesidn de leucocitos a la capa de células endoteliales, para su posterior migracion a
la capa intima. C) la lesion progresa con la migracion de células del musculo liso de la capa media a
la capa intima, lo cual deriva, en exceso de macromoléculas como colageno, elastina y
proteoglicanos. Los macrofagos y las células endoteliales pueden sufrir apoptosis, por lo cual los
lipidos extracelulares de las células muertas se pueden acumular en la regién central de la placa
(nucleo necrdtico). D) la trombosis es la dltima complicacién de la aterosclerosis. Esta inicia con la
lesion de la placa aterosclerética, permitiendo que los factores de coagulacion entren en contacto, al
interior de la placa, junto a los factores tisulares, formando asi un trombo que se va extendiendo

hacia la luz del vaso, limitando el flujo sanguineo (modificado de Lo y Plutzky, 2012).

Si bien, no todos los individuos acumulan lipidos en las arterias (placa
aterosclerotica, PA) con la misma velocidad, los hallazgos de los diversos grupos
de investigacion han evidenciado el impacto de la carga genética de predisposicion
(Indolfi, 2002). Los métodos utilizados para examinar los factores genéticos
involucrados en enfermedades crénicas y complejas como la aterosclerosis y las
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ECV estan evolucionando rapidamente. Los estudios de asociacion pueden
proporcionar la informacidn sobre qué genes estan involucrados en el desarrollo de
una determinada enfermedad. El disefio mas simple es el de casos y controles,
donde se recopilan una serie de individuos afectados por la enfermedad de interés
(casos) y otra serie de no afectados (controles) (Lewis y Knight, 2012). Por otra
parte, la seleccion de genes candidatos se basa en elegir genes que previamente
se han relacionado con la enfermedad de interés o que participan en vias
metabdlicas relacionadas (Patnala et al., 2013). Asi, estos grupos deben estar bien
definidos, para comparar las frecuencias alélicas de los polimorfismos en genes

candidatos y evitar en la medida de lo posible el sesgo (Lewis, 2002).

Los polimorfismos son variaciones en la secuencia de acido desoxirribonucleico
(ADN) presentes en al menos el uno por ciento de la poblacién. Entre los
polimorfismos mas comunes se encuentran los de un solo nucleétido (SNP; por sus
siglas en Inglés Single Nucleotide Polymorphism). Estos polimorfismos se refieren
a la sustitucién de un nucled6tido por otro en la secuencia de ADN. Dependiendo del
sitio de localizacién, algunos SNPs pueden tener una consecuencia funcional,

afectando la regulacién génica o su producto proteico (Patnala et al., 2013).

6.2 Fisiopatologia

En muchos sentidos la aterosclerosis es considerada una enfermedad derivada
de una lesion vascular que desencadena una serie de respuestas celulares
mencionadas anteriormente (Libby et al., 2002). Estos eventos son determinantes
para el desarrollo de la placa por lo que consecuentemente se derivara en
complicaciones clinicas tales como los sindromes coronarios y el accidente
cerebrovascular, son causados por la accion plaquetaria y los factores de
coagulacion, resaltando el papel de la trombosis en este tipo de complicaciones, las
gue son secundarias a la ruptura de la placa y no solo una pérdida gradual de la luz
arterial (Simon vy Silverstein, 2015). El resultado final de la lesion es una placa fibrosa
subendotelial compuesta por un nucleo lipidico rodeado de células musculares lisas
y fibras de tejido conectivo (Aziz e Yadav, 2016; Simon y Silverstein, 2015). El

estrechamiento de la PA se origina por el desarrollo y crecimiento de la acumulacion
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de macrofagos hacia la intima, haciendo que la lesion evolucione hacia una capa
fibrosa mediante la acumulacion de macromoléculas extracelulares y de células de
musculo liso (Jebari-Benslaiman et al., 2022). Un crecimiento abrupto de la placa
puede producir inestabilidad y consecuentemente sufrir una ruptura cuyas secuelas
clinicas son el estrechamiento de los vasos sanguineos (Gutstein y Fuster, 1999).
Por lo que respecta a sus sintomas, éstos pueden ser la angina de pecho, la angina
inestable, el sindrome coronario agudo, la isquemia de miembros inferiores y los

aneurismas abdominales (Ruiz y Rados, 2002; Van der Wal y Becker, 1999).

La aterotrombosis definida como la ruptura de la placa aterosclerética con
trombosis arterial oclusiva sobre la placa, es la principal consecuencia de la
aterosclerosis (Figura 4) (Viles-Gonzales et al., 2004). Entre el 55y el 65% de los
trombos coronarios son debidos a la ruptura de la placa ateroesclerotica. Dicha
ruptura va acompafiada de un trombo sobrepuesto a una matriz rica de
proteoglicanos y células del musculo liso (30-35%) ademas de nddulos calcificados
(2-7%) (Badimon y Vilahur, 2014). La inestabilidad de la placa puede ser debida a
la secrecién de metaloproteinas de los macrofagos, los que debilitan la capa fibrosa
y asi la fractura expone material trombogénico, acumulando plaquetas hasta formar

un coagulo rico en fibrina y eritrocitos (Gutstein y Fuster, 1999).
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INFLAMACION CRONICA EN SITIOS SUSCEPTIBLES
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Figura 4. Pasos para el desarrollo de la aterosclerosis, iniciando con la retencion de lipidos y

culminando con la estenosis. (Modificado de Aziz e Yadav, 2016).

6.3 Factores de riesgo en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares

Las ECV presentan una gran relevancia por el nimero de muertes que
provocan en el mundo, ocupando los primeros dos lugares en el Top ten de las
enfermedades mas mortiferas, incluso por encima del cancer y la Diabetes Tipo 2.
Sin embargo, dado su origen multifactorial estan sujetas a diversos factores de
riesgo que contribuyen a su desarrollo, dentro de los cuales se encuentran los no

modificables y los modificables (Diez et al., 2005).
6.3.1 No modificables
e Edad. Es un factor de riesgo sumamente conocido para la condicion
cardiovascular, siendo considerado un factor de riesgo independiente

de los demas. Particularmente, la edad avanzada se asocia con un

mayor riesgo de ECV, por lo que la esperanza de vida de una persona
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dependera de la modificacion de los factores de riesgo tradicionales
(la hipertension arterial, la DT2, el habito de fumar y la obesidad).
Estos factores de riesgo, conjuntamente, ejercen una contribucion
para el desarrollo de ECV hasta de un 94 % entre individuos con
antecedentes familiares de ECV (Dhingra y Vasan, 2012; Morillas et
al., 2002).

Género. Para explicar las diferencias de morbilidad y mortalidad, el
término género es el mas viable, en comparacién con el de “sexo”,
pues el género es una construccion multidimensional que incluye
diferencias biologicas/genéticas, psicolégicas y sociales entre
hombres y mujeres (Moéller-Leimkihler, 2007). A pesar de que las ECV
son la principal causa de muerte en el mundo, existen diferencias en
la prevalencia entre hombres y mujeres; siendo de dos a cinco veces
mas frecuente en los hombres en el rango de edad de 40-50 afios. En
las mujeres, las frecuencias se modifican una vez que éstas se
encuentren en menopausia, lo que se relaciona con la deficiencia de
estrogenos (Maas y Appelman, 2010; Mosca et al., 2011; Mdller-
Leimkuhler, 2007; Andersson y Vasan, 2018).

Historia familiar. La evaluacion de los antecedentes familiares se
puede utilizar para la promocion de la salud en toda la poblacion y los
esfuerzos de reduccion de riesgos con el enfoque especifico para
ayudar a reducir la carga de ECV (Klemenc-Ketis y Pertelin, 2013). En
los dltimos afos, los antecedentes familiares no solo se han utilizado
como método de evaluacion social, sino también como un predictor de
riesgo, reflejando los efectos combinados de la susceptibilidad
geneética, la exposicion ambiental compartida y los comportamientos
comunes en los familiares (Klemenc-Ketis y Pertelin, 2013). Asi, los
individuos cuyos progenitores han presentado ECVs tienen un riesgo
entre 60 a 70%, mientras que pacientes cuyos hermanos hayan
padecido una ECV tienen un aumento en el riesgo de

aproximadamente 40% (Kolber y Scrimshaw, 2014).
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6.3.2 Modificables

Hipertension arterial. Considerado como el factor de riesgo modificable con
mas impacto para las ECV; un aumento en la presion sistélica y diastolica de
20 y 10 milimetros de mercurio, respectivamente, incrementa el riesgo
vascular de dos a cinco veces mas, esto independiente de otros factores de
riesgo (Lira, 2015).

Diabetes tipo 2. Esta condicion compleja ha sido relacionada con un mayor
riesgo de ECV; en general las ECV afectan alrededor del 32% de personas
con DM2 (Einarson et al., 2018). Lo anterior ha sido relacionado con la
vulnerabilidad endotelial para la formacion de PA en los individuos con DT2

en comparacién con individuos sanos (Tousoulis et al., 2011).

Dislipidemia. Definida como altas concentraciones de lipidos en sangre, es
considerada un factor de riesgo critico para el desarrollo de las ECV. Existe
una relacién gradual entre la concentracion total de colesterol en plasma (>
200mg/dL) y la morbilidad y mortalidad por cardiopatia isquémica; principal
causa de muerte en paises de altos ingresos (Fodor, 2010). Esta condicién
esta estrechamente relacionada con el estilo de vida, pero los estudios han
demostrado el papel de la genética y su relacién con la aterosclerosis (Miller
et al, 2009; Nepal et al, 2018; Stein et al., 2019). En este sentido, los estudios
en gemelos monocigoticos y dicigéticos han demostrado que la contribucién
genética tiene un mayor efecto que la exposicion ambiental (Zhang et al.,
2010).

6.4 Apolipoproteinas y el metabolismo de lipidos.

Los lipidos son una fuente importante de energia, a su vez son un componente

importante de la membrana celular y son sumamente faciles de almacenarse en el

cuerpo (Fahy et al., 2011). Existen proteinas que interactian con los lipidos,

llamadas apolipoproteinas, las que forman complejos solubles de lipidos y proteinas

llamados lipoproteinas (Cham, 1978). Las lipoproteinas son particulas de proteinas

conjugadas con lipidos, que transportan sustancias hidrofobas en el entorno
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hidrofilico en plasma (Rogers, 2019). Las lipoproteinas contribuyen al metabolismo
del combustible corporal al permitir la distribucion de triglicéridos (TG) entre los
tejidos (Feingold et al., 2018). También sirven como un depdsito extracelular y un
vehiculo para el transporte del colesterol (Dominiczak y Caslake, 2011). Existen
diferentes apolipoproteinas asociadas con las ECV, esto debido a su condicion
metabdlica. Las lipoproteinas pueden ser clasificadas de acuerdo con su densidad
hidratada en quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Dominiczak y Caslake, 2011). Las
lipoproteinas difieren en tamafio, composicion lipidica y contenido de
apolipoproteina; sus caracteristicas varian de acuerdo con la accién enzimética. La
lipoproteina lipasa (LPL) y el triglicérido lipasa hepatica (HTGL), son reguladas por
las apolipoproteinas, por lo que su contenido afectara el ensamblaje y el
metabolismo de la lipoproteina, controlando su captacién celular mediante
receptores de membrana como por ejemplo los receptores Scavenger clase B tipo
1y tipo 2) (Dominiczak y Caslake, 2011; Dieckmann et al., 2010).

e Apolipoproteina A1 (APOAL1). Su principal funcion radica en activar a la
enzima lecitina-colesterol aciltransferasa que esterifica al colesterol libre en
HDL y lo transfiere a la membrana celular (Martin et al., 2015); Variaciones
en la estructura de esta proteina han sido relacionadas con las ECV.

e Apolipoproteina A4 (APOA4). Es una apolipoproteina plasmética, que
participa en la regulaciéon de las vias metabdlicas de lipidos y glucosa (Wai-
man et al., 2004). Se sintetiza predominantemente por los enterocitos dentro
del intestino delgado. APOAA4, presenta variacion de formas por lo que han
sido identificadas variaciones genéticas en distintas poblaciones (Wai-man
et al., 2004; Qin et al., 2016) (Tabla 2). Los niveles de APOA4 y la variante
genética de esta misma (T347S; ACT>TCT) estan relacionados con el riesgo
de enfermedad coronaria; una relacion inversa en comparacion con lo que
ha reportado en ratones (Wai-man et al., 2004).

e Apolipoproteina A5 (APOAD). Se identificd por primera vez en el higado, en

donde tiene la funcién de sintetizar y unir lipidos necesarios para la sintesis
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de lipoproteinas en los hepatocitos (Pennacchio et al., 2001). Tiene un papel
central la modulacién de TG, por un lado, inhibe la produccion hepatica de
LDL y mejora la hidrolisis de TG a través de la interaccion con la enzima
triacilglicerol hidrolasa que interactia con proteoglicanos, induciendo a que
las lipoproteinas ricas en TG se unan a la superficie de las células
endoteliales. Por otro lado, la APOA5 circundante, se une a receptores de
LDL y proteoglicanos como heparan sulfato en la superficie de los
hepatocitos, eliminando asi a las lipoproteinas circundantes (Au et al., 2017;
Guardiola y Ribalta, 2017). Estudios en ratones sugieren que la
sobreexpresion de APOAS5 da como resultado una disminucion dramatica en
los niveles de TG, siendo el gen con el efecto mas significativo en el
metabolismo de TG (Fruchart-Najib et al.,, 2004). Se han reportado
diferencias poblacionales en la funcién metabdlica en esta proteina y en el
gen que la codifica (Guardiola y Ribalta, 2017).

Apolipoproteina B (APOB). Es un importante trasportador de TG en plasma;
al quedar atrapado en la pared arterial puede provocar el proceso
aterogénico (Walldius, 2012).

Apolipoproteina C1 (APOC1). Es un constituyente proteico de los
quilomicrones y reguladores de triglicéridos. La APOC1l se expresa
principalmente en el higado y se asocia con las HDL y en ayunas con las
LDL. En pacientes con hipertrigliceridemia, los niveles en plasma de APOC1
aumentan por lo que se sugiere que podria ser un factor de riesgo para la
aterosclerosis y la enfermedad arterial coronaria (Hansen et al., 2011).
Apolipoproteina D (APOD). Se encarga de transportar el acido araquidénico,
la progesterona y la pregnenolona. De manera general estas moléculas
convergen en una disminucion al desarrollo de las ECV, principalmente en
mujeres (Labrie et al.., 2015).

Apolipoproteina E (APOE). Se ha relacionado con la prevencion de
aterosclerosis, manteniendo una homeostasis en el colesterol y el
aclaramiento de lipoproteinas, ya que se encarga de eliminar a lipoproteinas
gue contienen APOB como las LDL (Linton et al.,2019; Liehn et al., 2018).
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Apolipoproteina M (APOM). Es producida mayoritariamente por los
hepatocitos y es considerada ateroprotectora por su capacidad de exportar
colesterol. Se asocia con un esfingolipido (S1P), que tiene un papel en la
inflamacion. (Tavernier et al., 2020). La disminucién en los niveles de APOM,
se han asociado con el riesgo de tromboembolismo venoso, aunque aun se
desconoce el mecanismo molecular (Ahmad et al, 2018).
Consecuentemente, variaciones genéticas en esta apolipoproteina se han
relacionado con el riesgo de enfermedad coronaria (Sun et al., 2016; Zhang
et al.,, 2013). Por ser de interés del presente trabajo, en el cuadro 2 se
muestra un panorama mas amplio de la influencia de las variaciones

genéticas en los genes de APOA4 y APOA5 y su relacion con las ECVs.
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Cuadro 2. Panorama de las variaciones genéticas en los genes (APOA4 y APOADS) y su estrecha relacion con ECVs.

Autor(s) Ano | Poblacion Varla_nte{s] Descubrimiento
estudiada(s)
Ou et al. 2015 China rs5104 Hallaron asociacion significativa de la variante con la dislipidemia.
Fu et al. 2015 China rs7396835 | Encontraron relacion de la variante y los niveles de TG.
Kumar ef al. | 2018 India Thr347Ser No hallaron r'elaciérlcon los nivgles de TG, sin embargo, al ajustar por edad y sexo el genotipo
AA presenté relacion con los niveles bajos de LDL.
Bem(;(;m' ot 2017 Cﬂgllliz“’ rs/7811484 | Hallaron que la variacién G>T se asocia con reduccion en los niveles de TG en infantes.
: Corea del : : . .
Kim et al. 2018 sur rs662799 Encontraron que el genotipo CC se asocia con riesgo de aterosclerosis.
You et al. 2018 Noregte de rs062799, Descubrieron que las variantes se correlacionan con altos niveles de TG.
China rs651825
Bogari etal. | 2019 Arab!a 12075291 Hallaror] que el Alel_o T de la variante reduce los niveles de TG, en pacientes con la enfermedad
Saudita de arteria coronaria.
Fiazetal. |2019| Pakistan rs662799 Encontraron que el Alelo C de la variante se asocia al desarrollo de sindrome metabdlico.
Valente- . : . : :
2020 Brasil rs662799 Encontraron que la variante no se asocio con los niveles de TG en infantes.

Frossard et al.
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Como se menciono6 anteriormente las variantes de estos genes (APOA4 y
APOADbS) se han relacionado estrechamente con los niveles de TG (Mattie et
al.,2009; De Caterina et al.,2011); APOAS5 con niveles altos en ayunas y APOA4
con niveles bajos de HDL (Qi et al.,2007). El presente trabajo se centrara en el
estudio de algunos polimorfismos en los genes APOA4 y APOA5 y su posible

contribucién al desarrollo de aterotrombosis.
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VIl METODO

7.1 Universo de trabajo

Se analizaron los datos genéticos de 700 individuos (no relacionados entre si)
residentes del Valle Central de México y pertenecientes a la etnia mestiza mexicana,
con apellidos derivados del espafiol y con antecedentes familiares mexicanos en al
menos tres generaciones. Los individuos fueron estratificados en tres grupos: 1) con
manifestaciones clinicas de aterotrombosis (100 individuos con IAM), 2) controles
sanos (200 individuos sin manifestaciones clinicas de aterotrombosis) y 3) control
gendmico (400 individuos pertenecientes a la etnia mestiza mexicana). El grupo del
control genodmico fue proporcionado, por el laboratorio 14 de gendmica poblacional
del Cinvestav,y corresponde a una parte de la tesis de maestria de la M. en C. Nadia

Quiroz Jiménez (Quiroz-Jiménez, 2018).

El material genético empleado en el presente trabajo fue obtenido durante los
afios 2014-2015. Los individuos fueron obtenidos de la Unidad de Investigacion
Médica en trombosis, hemostasia y aterogénesis del Instituto Mexicano del Seguro

Social, que acudieron a la unidad para un estudio de trombofilia.
7.2 Criterios de inclusion.

El grupo con manifestaciones clinicas de aterotrombosis se conformé por
individuos que hubieran sufrido IAM antes de los 45 afios. También se considero
que los individuos no estuvieran bajo tratamiento con medicamentos
hipoglicemiantes, anticoagulantes o estatinas. Para el grupo sin manifestaciones
clinicas de aterotrombosis se consideraron la historia clinica y los antecedentes
heredo-familiares. En ambos grupos se contd con toda la informacion relacionada a
los factores de riesgo clasicos como DT2, hipercolesterolemia, hipertension arterial
sistémica, indice de masa muscular, uso de hormonas y antecedentes
heredofamiliares de ECVs (esta informacion se obtuvo del historial clinico de los

individuos).
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Mediante la aplicacién de un cuestionario validado se obtuvieron los datos
acerca del consumo de cigarro, consumo de alcohol, la dieta, el consumo de drogas
estimulantes o depresivas, la edad, el género y el lugar de procedencia. En el caso
de las mujeres se consider6 el consumo de hormonas. También se pregunt6 sobre
los antecedentes personales de enfermedades cronicas, asi como los antecedentes

familiares de aterotrombosis.
7.3 Criterios de eliminacion.

Muestras en las que no se pudo llevar a cabo el 100% de los analisis moleculares

requeridos para esta investigacion.

7.4Descripcion operacional de variables.

7.4.1 Polimorfismo. Variantes alélicas cuya frecuencia en uno de sus alelos se
presenta en al menos el 1% de la poblacién. Entre los mas abundantes en el
genoma humano se encuentran los SNP (por sus siglas en Inglés single nucleotide
polymorphism, Figura 5) identificados por la sustituciébn de una base nitrogenada
por otra (ejemplo, A>C). Los SNPs pueden estar presentes en regiones codificantes
y provocar un cambio en un aminoacido; a este tipo de SNPs se les conoce como
“no sinénimos”, puesto que afectan directamente la funcién de la proteina (Chen et
al., 2010). Otro tipo de SNPs son los llamados “sindbnimos” (o silenciosos) lo cuales
no alteran la formacioén del gen. Sin embargo, se ha descrito que algunos de estos
polimorfismos pueden tener consecuencias funcionales por algun tipo de
mecanismo desconocido (Caratachea, 2007). Algunos SNPs se encuentran
localizados en regiones UTRs (por sus siglas en inglés, untranslated regions) y se
han caracterizado a nivel funcional; la region UTR es de importancia ya que ahi se
localizan diversas secuencias que regulan la traduccién (Ramirez-Bello y Jiménez-
Morales, 2017).

7.4.2 Aterotrombosis. Es una enfermedad inflamatoria crénica sistémica con

manifestaciones clinicas o subclinicas locales. La patogénesis de esta condicién
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envuelve un largo numeros de rutas biolégicas como los metabolismos de lipidos,
hormonal, la inflamacién y las cascadas de coagulacion (Montagnana et al.,2014).
Esta condicién se caracteriza por la presencia de una placa, primordialmente de
lipidos, en los vasos sanguineos. Cuando esta placa se desprende o sufre una
ruptura, desencadena una respuesta inflamatoria, que forma un trombo sobre la
placa, limitando el flujo de sangre sobre esta misma y desencadenando
manifestaciones clinicas como el IAM y el ACV (Leys, 2001; Viles-Gonzales et al.,
2004). Estas manifestaciones tienen diferentes tipos de origen y dependiendo de
ello sera el lugar de la manifestacion clinica (Figura 6) (Aguiar-Souto, et al., 2009;

Montagnana et al., 2014; Viles-gonzalez et al., 2004).

Inicio de Codon de Codén de
transcripcion inicio término

PROMOTOR | - E |3UTR

3I

Figura 5. Implicaciones funcionales de los SNPs dentro de un gen, las que dependen de la region en
donde se localizen: cSNP sobre regiones codificantes, gSNP: en regiones intergendémicas, iSNP: en

regiones intrénicas y rSNP: sobre regiones reguladoras.
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Accidente cerebrovascular isquémico

Ataque isquémico transitorio

Infarto de miocardio
Angina de pecho (estable, inestable)
Muerte subita

Claudicacion intermitente

Isquemia critica de las extremidades,
gangrena, necrosis

Figura 6. Manifestaciones clinicas de la aterotrombosis. En la parte anterior se muestra el accidente
cerebrovascular junto con el ataque isquémico, en la parte media/anterior se presenta el infarto de
miocardio y la angina de pecho, en las extremidades gangrena y necrosis (modificado de Viles-
Gonzélez, et al., 2004).

7.4.3 Infarto agudo al miocardio (IAM). Se define como una afecciéon miocardica
ocasionada por una desproporcién entre el aporte del flujo sanguineo, generada por
cambios en la circulaciébn coronaria, produciendo una necrosis miocardica y
afectando generalmente el ventriculo izquierdo, aunque la lesion puede extenderse

al ventriculo derecho o a las auriculas (Thygesen et al., 2019; Figura 7).

7.4.3.1 Clasificacion del IAM. El IAM puede ser clasificado clinicamente (Figura 7),
en pacientes con dolor en el pecho u otros sintomas isquémicos (Thygesen et al.,
2019):
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e I|AM tipo 1. Es relacionado por la ruptura, fisura o erosion de la PA, con la
formacion de trombos sobre una 0 mas arterias coronarias, disminuyendo el
flujo sanguineo.

e IAMtipo 2. Se da cuando hay lesion de miocardio con necrosis, donde existe
una descompensacion en el suministro y demanda de oxigeno.

e |IAM tipo 3. Es en donde los pacientes con manifestaciones clinicas y
cambios electrocardiogréficos fallecen antes de que se pueda realizar una
troponina cardiaca o haya dado tiempo de que esta se eleve.

e |AMtipo 4. Se da cuando hay una elevacién de troponina cardiaca > 5 veces
mas del percentil del limite superior de referencia; aqui se destaca la elevada
incidencia de dafio miocardico y se enfatiza una intervencion coronaria
percutanea.

e |AM tipo 5. Se asocia con cirugia de revascularizacion miocardica, con
elevacion de los valores de troponina cardiaca >10 veces el percentil 99 del

limite superior de referencia en las primeras 48 horas poscirugia.

Ruptura de la placa con trombosis
Infarto tipo 1

S

Vasoespasmos o disfuncion

endotelial
Infarto tipo 2

7

Aterosclerosis fija y poco flujo

sanguineo
Infarto tipo 2

"

Solo ;:Iesequilibrio .
Infarto tipo 2

5%

Figura 7. Diferencia entre infarto agudo de miocardio tipo 1 y tipo 2 segun la condicién de las

arterias coronarias (Modificado de Thygesen et al.,2019).
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7.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El material gendmico se obtuvo a partir de sangre periférica con la ayuda de un
kit comercial de aislamiento (Jena Bioscience, Alemania), siguiendo los pasos del
fabricante. Este kit permite la obtencion del &cido desoxirribonucléico (ADN) a partir
de diferentes tipos de muestras; en este caso, se utilizaron muestras sanguineas.
Esta técnica se fundamenta en la lisis total de las células y sus estructuras
subcelulares, dejando al ADN puro y listo para su separacion por precipitacion. La
inactivacion de nucleasas intracelulares previene la digestion enzimética de los
acidos nucléicos, lo que permite lograr la obtencién de fragmentos relativamente
largos de ADN y acido ribonucleico. La lisis celular y la inactivacion de nucleasas
intracelulares en general se llevan a cabo en el mismo paso, ya que la solucion de
lisis estd compuesta por sales caotropicas (Sandoval et al., 2013). Finalmente, el
material genético se hidrata con agua libre de enzimas nucléicas y se almacena a -
20°C (Anchordoquy y Molina, 2007).

7.5.1 Cuantificacion. Existen diversos métodos de cuantificacion de &acidos
nucléicos; los mas usados son la espectrofotometria y la fluorometria. El
fundamento de la espectrofotometria es que cualquier solucién que contenga
moléculas suspendidas permite el paso de un haz de luz a través de ella en
proporcién inversa a la cantidad de moléculas que contiene. El ADN presenta una
absorcion maxima a una longitud de onda de 260 nm (Sandoval et al., 2013). La
densidad o6ptica (OD) es la unidad de absorbancia y tiene valores particulares para
cada molécula. En el caso de los acidos nucleicos, una OD a 260 nm equivale a 50
pMg/mL de ADN. De acuerdo con estos valores, se establecid la siguiente formula

para el célculo de la concentraciéon de los acidos nucleicos:
pMg/uL de ADN = OD a 260 nm x Dilucion x (50 pg/uL)

Donde: OD a 260 nm corresponde a la absorbancia del ADN a 260 nm de longitud
de onda; se asume que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug/uL

de ADN de doble cadena (constante).
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7.5.2 Pureza. Dado que las proteinas (en particular los aminoacidos
aromaticos) absorben luz a una longitud de onda de 280 nm, el indice de absorcién
260/280nm se utiliza para valorar la pureza de los acidos nucleicos con respecto a
la contaminacioén con proteinas. Cuando éste se encuentra entre 1.8 y 2.0, se
considera optimo; valores cercanos a 1.8 indican que la muestra contiene casi

exclusivamente ADN (Sandoval et al., 2013).

7.5.3 Sondas. Las sondas son segmentos de ADN de cadenas sencilla
marcadas con moléculas reporteras, como enzimas o radiois6topos, que permiten
su facil deteccidon. Para este trabajo se llevo a cabo la deteccidén de las variantes
alélicas en los genes APOA4 y APOA5 mediante el empleo de las sondas TagMan®
(rs662799 y rs5104). Dichas sondas se encuentran relacionadas con el

metabolismo de lipidos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ubicacion de los genes y polimorfismos empleados para la discriminacion

alélica
SNP Gen |Cromosoma Sustitucion Marcador
rs5104 | APOA4 1 C>T C:Vicy T: Fam
rs662799  APOAS5 1 A>G A: Vicy G: Fam

Nota: VIC: victoria (fluoréforo color verde proveniente de Aequorea victoria), FAM: amidita de

fluoresceina (fluoréforo color azul).

El disefio de la sonda, es decir, su secuencia nucleotidica, es lo que le
permitira, entre miles de fragmentos que forman parte del genoma de un ser
humano, identificar a “un solo gen” o “al fragmento de un gen” (Didenko, 2001). Gran
parte del éxito de este tipo de estrategias moleculares depende de la especificidad
de la sonda (Sandoval et al., 2013). Estos métodos son muy seguros, ya que
mientras no haya unién de la sonda a su blanco, no habra amplificacién y tampoco
senal de fluorescencia; es por eso por lo que la especificidad es muy alta (Figura 8;
Tamay et al., 2013).
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Figura 8. Representacion esquematica del fundamento de la técnica de PCR en tiempo real mediante
la utilizacion de sondas TagMan®. (A) La sonda porta dos moléculas reporteras cercanas (R:
fluoréforo y Q: quencher o apagador), las que permaneceran “pegadas” mientras no se hibride con
la secuencia blanco. (B) Al hibridarse, permite que la Taq polimerasa rompa la unién de las moléculas

reporteras, logrando la liberacién de fluorescencia, permitiendo asi la discriminacion alélica.
7.5.4 Discriminacion alélica. El andlisis de los polimorfismos se realizé con

la ayuda de sondas validadas y se amplificaron con la técnica de reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR) en tiempo real.

7.5.5 PCR en tiempo real. La PCR se considera una de las técnicas mas
sensibles y especificas de las pruebas moleculares. Se basa en una replicacion
exponencial in vitro de una molécula de ADN gendmico, mediante ciclos repetitivos,

gue constan de tres temperaturas (cuadro 4).

Cuadro 4. Condiciones para la amplificacion de los polimorfismos de los genes
APOA4 y APOAS.

Genes Temperatura inicial Extension Extension final | Ciclos

APOA4 y APOAS5 | 95°C por 10 minutos | 95°C por 15 segundos | 60°C por 15 minutos | 50 ciclos
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La primera temperatura se conoce como desnaturalizacion y tiene como objetivo
separar la doble cadena de ADN o destruir las estructuras secundarias del mismo.
La segunda temperatura es de alineacioén, cuyo objetivo es generar la energia
suficiente para que los iniciadores busquen su secuencia en la cadena de ADN; la
tercera es extension la cual proporciona la temperatura Optima para el
funcionamiento de la polimerasa (Sandoval et al., 2013). La longitud del producto
amplificado la delimitan los iniciadores, también Illamados primers u
oligonucledtidos. Para que se lleve a cabo la PCR, se requiere de una cadena molde
de ADN, una enzima (ADN polimerasa), cofactores necesarios para la actividad
correcta de la ADN polimerasa (magnesio), desoxinucleétidos (dNTP) para la
sintesis del producto de PCR y oligonucleétidos especificos (Sandoval et al., 2013).
Para la PCR en tiempo real, la deteccion del producto de PCR se realiza al mismo
tiempo que sucede la amplificacion, el fluor6foro (una molécula que emite luz a
cierta longitud de onda) esta unido a un extremo de la cadena del cebado o primer;
mientras la sonda no se haya hidrolizado el quencher y el fluor6foro permanecen
cercanos. Durante la reaccion, la polimerasa lleva a cabo la extension del cebador
y replica a la secuencia a la que se une la sonda. Asi, la polimerasa escinde la
sonda, liberando la molécula reportera y dando como resultado el aumento de
fluorescencia del fluorocromo indicador (Figura 8). Durante la reaccion de
amplificacion, puede medirse la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya
gue la emision de fluorescencia producida en la reaccién es proporcional a la
cantidad de producto de PCR formado. Esto permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccion de amplificacion (Sandoval et al., 2013). Para

este trabajo se empled con una concentracion de 10 ng/pL de ADN por individuo.

7.5.6 Analisis de datos. Los datos se analizaron con ayuda del software
Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 2005), el cual integra varios métodos basicos y
avanzados para el analisis de datos de genética de poblaciones tales como los
indices de diversidad genética estandar y la estimacion de frecuencias de alelos y
genotipos, entre muchos otros. Este mismo programa nos permitié determinar el
desequilibrio de ligamiento (LD), el analisis de varianza molecular (AMOVA). La
determinacion del equilibrio genético con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg
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(HW) en los diferentes grupos, se calculé mediante la utilizacion de los estadisticos
de Weir and Cockerham con ayuda del software Genetix v.4.05.2 (Belkhir et al.,
1996).

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) se llevo a cabo con el software
GenAlex v.6.5 (Peakall y Smouse, 2006). Este analisis permite agrupar los datos
genéticos de poblaciones y asi poder determinar la estructura de la poblacion
(Meirmans, 2012). El andlisis multiloci se llevé a cabo mediante conteo directo,
considerando el efecto acumulativo de los alelos de riesgo de los polimorfismos
estudiados.

La obtencién de los valores de razon de momios (OR; odds ratio por sus
siglas en Inglés) y las significancias estadisticas se llevaron a cabo con la ayuda de
la pagina VassarStats (http://vassarstats.net/).

7.5.7 Poblaciones para comparacion. Nuestros datos fueron comparados
con los reportados en el proyecto de los mil genomas

(https://www.internationalgenome.org/).
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VIIl. RESULTADOS

Estadistica genética poblacional

e Descripcidn de las frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos de

estudio

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en los grupos de
casos (IAM), controles (CTL) y control gendmico (CG) se muestran en el cuadro 5.
De manera general, la distribucion de la frecuencia de los alelos en las tres
poblaciones fue similar. Sin embargo, el alelo C del polimorfismo rs5104 localizado
en APOA4 (rs5104-C) fue significativamente mas frecuente en los individuos con
IAM en comparacion con los otros dos grupos CTL (OR = 2.455, p = 0.0005) y CG
(OR = 2.087, p= 0.001). De manera similar, el alelo G del polimorfismo rs662799
(rs662799-G) localizado en el gen APOAS fue més frecuente entre los individuos
con IAM en comparacion con los grupos CTLy CG (OR =2.471, p = 0.0004; OR =
1.991, p = 0.003, respectivamente).

Con respecto a las frecuencias genotipicas, el estado homocigoto del
polimorfismo rs5104-CC mostr6 una mayor frecuencia en el grupo IAM, en
comparacion con los grupos CTL y CG (OR = 2.483 p = 0.093; OR = 2.623 p =
0.024, respectivamente). Siguiendo el comportamiento alélico, el genotipo
rs662799-GG fue mas frecuente en los individuos con IAM en comparacién con los
grupos CTLy CG (OR =2.966, p = 0.036; OR = 2.231, p = 0.061, respectivamente)

(cuadro 5).
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Cuadro 5. Frecuencias de distribucion alélica y genotipica entre los tres grupos de

estudio.
Frecuencias Alélicas
Locus Alelo | SNP IAM (200 CTL (400 CG (800 MAF (mil MAF MAF
Cromosomas) | Cromosomas) | Cromosomas) | genomas) | (mundial) | (CTL)
c 0.320 (n=64) 0.208 (n=84) | 0.230 (n=184) 0.24 0.21 0.21
APOA4 rs5104
T 0.680 (n=136) | 0.792 (n=316) | 0.770 (n=616)
A 0.720 (n=144) | 0.826 (n=332) | 0.805 (n=644) 0.16 0.15 017
APOAS rs662799
G 0.280 (n=56) 0.174 (n=68) | 0.195 (n=156)
Frecuencias Genotipicas
Locus Genotipo SNP IAM (n=100) CTL (n=200) CG (n=400)
CcC 0.110 (n=11) 0.050 (n=10) 0.045 (n=18)
APOA4 CT rs5104 0.450 (n=45) 0.305 (n=61) 0.380 (n=152)
TT 0.440 (n=44) 0.645 (n=129) 0.575 (n=230)
AA 0.550 (n=55) 0.705 (n=141) 0.665 (n=266)
APOAS AG rs662799 0.340 (n=34) 0.255 (n=51) 0.282 (n=113)
GG 0.110 (n=11) 0.040 (n=8) 0.052 (n=21)

IAM: grupo de casos, CTL: grupo control, GC: control genémico, MAF: Frecuencia alélica minima.

e Equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy Weinberg

De manera general, las tres poblaciones de estudio mostraron

encontrarse en equilibrio con respecto a la ecuaciéon de HW (cuadro 6). Sin

embargo, es importante destacar el exceso de individuos homocigotos en la

poblacion de 1AM rs662799 (Fis = 0.162). Esta situacion no se presentod en los
grupos CTL Yy CG.
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Cuadro 6. Determinacion del equilibrio de Hardy Weinberg en las poblaciones

de estudio.
Poblacién SNP Gen He obs He esp Fis p

rs5104 APOA4 0.440 0.435 -0.006 0.600

Casos rs662799 APOA5 0.340 0.403 0.162 0.089
Total - - 0.075 0.192

rs5104 APOA4 0.320 0.332 0.038 0.038

Control rs662799 APOA5 0.275 0.292 0.061 0.06
Total - - 0.049 0.208
rs5104 APOA4 0.275 0.354 -0.043 -0.043

CG rs662799 APOA5 0.285 0.313 0.093 0.093
Total - - 0.021 0.297

He obs, heterocigotos observados; He esp, heterocigotos esperados; Fis, estadistico de F para

determinar el coeficiente de consanguineidad.

e Desequilibrio de ligamiento

Nuestros resultados indicaron un claro equilibrio de ligamiento en los

polimorfismos analizados (cuadro 7), mostrando que los alelos de los

polimorfismos (rs5104 y rs662799) se segregan de forma independiente. Este

andlisis se ajusto a los valores nominales 5% (p< 0.0016) ,1% (p< 0.0003) y 0.1%

(p= 0.00003) y en ninguno de ellos se encontré desequilibrio de ligamiento.
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Cuadro 7. Determinacion del desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos
(rs5104 y rs662799).

Poblaciéon SNP Valor de p
Casos 0.00003
Controles r$5104 vs 0.00003
rs662799
CG 0.00003

Valor de p< 0.00003 ajustado al valor nominal 0.1%, valor de p< 0.0003 ajustado al valor nominal 1

% y valor de p< 0.0016 ajustado al valor nominal 5%.
e Andlisis Molecular de Varianza

Con respecto a la varianza entre las poblaciones estudiadas, el porcentaje
fue minimo (2%; p>0.05) mientras que dentro de las poblaciones el porcentaje tiene
un valor del 98% (p< 0.0039).

e Contribucion de los alelos, genotipos y combinacion multiloci con el
IAM.

Con la finalidad de determinar la contribucion de los alelos, genotipos y de
los genotipos multiloci al IAM, se realizé el calculo de razé6n de momios -OR-
(cuadros 8 y 9). De manera general, la razon de momios confirmo los hallazgos del
andlisis descriptivo poblacional. El alelo rs5104-C mostr6 mas de dos veces de
riesgo al IAM al compararlo con el CTL (p< 0.005; OR= 2.455) y el CG (p< 0.001;
OR= 2.087) (cuadro 8). En cuanto el alelo de G del polimorfismo rs662799, éste
también mostrd contribuir al IAM (versus CTL, OR= 2.471, p< 0.004; versus CG,
OR=1.991, p=< 0.003).

Estos hallazgos se mantuvieron en la condicion genotipica en donde el
estado homocigoto (CC) del polimorfismo rs5104 mostré una contribucion de mas
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de dos veces al IAM. Esta contribucion se presento bajo los tres modelos de analisis

(Codominante, dominante y recesivo (cuadro 9). De forma similar, el genotipo GG

del polimorfismo rs662799 mostrd un riesgo de casi tres veces (OR= 2.966, p<

0.036) al desarrollo del IAM. No obstante, cuando se compardé con el CG la

contribucion presento un comportamiento marginal (OR= 2.230, p< 0.060).

Cuadro 8. Distribucion genotipica de los modelos Codominante, Dominante y

Recesivo, en los polimorfismos rs5104 y rs662799.

APOA4 rs5104

Modelo Genotipo IAM CTL OR (95% IC) p CG OR (95% IC) p
CC 0.110 0.050 2.348 (0.961- 0.093 | 0.045 2.623 (1.196- | 0.024
(n=11) | (n=10) 5.733) (n=18) 5.749)
Codominante CT 0.450 0.305 1.864 (1.135- 0.018 | 0.380 1.334 (0.857- | 0.243
(n=45) | (n=61) 3.061) (n=152) 2.078)
TT 0.440 0.645 0.432 (0.265- 0.001 | 0.575 0.580 (0.373- | 0.020
(n=44) | (n=129) 0.705) (n=230) 0.903)
TT 0.440 0.645 0.432 (0.265- 0.001 | 0.575 0.580 (0.373- | 0.020
Dominante (n=44) | (n=129) 0.705) (n=230) 0.903)
CT+CC 0.56 0.35 2.312 (1.417- 0.001 0.42 1.721 (1.107- | 0.020
(n=56) | (n=71) 3.773) (n=170) 2.678)
CcC 0.110 0.050 2.348 (0.961- 0.093 | 0.045 2.623 (1.196- | 0.024
Recesivo (n=11) | (n=10) 5.733) (n=18) 5.749)
TT+CT 0.89 0.95 0.425 (0.174- 0.093 0.95 0.381 (0.173- | 0.024
(n=89) | (n=190) 1.039) (n=382) 0.835)
APOAS5 rs662799
Modelo Genotipo IAM CTL OR (95% IC) p CG OR (95% IC) p
AA 0.550 0.705 0.475(0.288- 0.004 | 0.665 0.615 (0.394- | 0.042
(n=55) | (n=141) 0.784) (n=266) 0.961)
Codominante AG 0.340 0.255 1.505 (0.893- 0.160 | 0.282 1.308 (0.819- | 0.314
(n=34) | (n=51) 2.536) (n=113) 2.088)
GG 0.110 0.040 2.966 (1.153- 0.036 | 0.052 2.230 (1.037- | 0.060
(n=11) (n=8) 7.630) (n=21) 4.794)
AA 0.550 0.705 0.475 (0.288- 0.004 | 0.665 0.615 (0.394- | 0.042
Dominante (n=55) | (n=141) 0.784) (n=266) 0.961)
AG + GG 0.45 0.29 1.955 (1.188- 0.011 0.33 1.624 (1.040- | 0.042
(n=45) | (n=59) 3.215) (n=134) 2.535)
GG 0.110 0.040 2.966 (1.153- 0.036 | 0.052 2.230 (1.037- | 0.060
Recesivo (n=11) (n=8) 7.630) (n=21) 4.794)
AA +AG 0.89 0.97 0.207 (0.070- 0.004 0.94 0.448 (0.208- 0.06
(n=89) | (n=195) 0.614) (n=379) 0.963)

OR: Odds ratio; 95%IC: Intervalo de confianza.
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Cuadro 9. Contribucion alélica, genotipicas y combinaciéon multiloci con el IAM.

Analisis Alélico

Gen SNP Alelo Frecuencia Frecuencia OR (95% IC) p Frecuencia OR (95% IC) p
alélica (IAM) alélica (CTL) alélica (CG)
C 0.320 (n=64) 0.208 (n=84) 2.455 (1.495- | 0.005* 0.230 (n=184) | 2.087 (1.326- | 0.001*
APOA4 | rs5104 4.0298) 3.283)
T 0.680 (n=136) 0.792 (n=316) 0.564 (0.385- | 0.004* 0.770 (n=616) | 0.634 (0.451- | 0.010*
0.828) 0.891)
A 0.720 (n=144) 0.826 (n=332) 0.526 (0.351- | 0.002* 0.805 (n=644) | 0.623 (0.437- | 0.011*
APOAS | rs662799 0.789) 0.888)
G 0.280 (n=56) 0.174 (n=68) 2.471(1.511- 0.004* 0.195 (n=156) | 1.991 (1.278- | 0.003*
4.038) 3.100)
Andlisis Genotipico
Gen SNP Genotipo Frecuencia Frecuencia OR (95% IC) p Frecuencia OR (95% IC) p
alélica (IAM) alélica (CTL) alélica (CG)
CcC 0.110 (n=11) 0.050 (n=10) 2.348 (0.962- 0.093 0.045 (n=18) 2.623 (1.196- | 0.025*
5.733) 5.749)
APOA4 | rs5104 CT 0.450 (n=45) 0.305 (n=61) 1.864 (1.135- | 0.018* 0.380 (n=152) 1.335 0.243
3.061) (0.8572.078)
TT 0.440 (n=44) 0.645 (n=129) 0.432 (0.265- 0.001 0.575 (n=230) | 0.581 (0.373- | 0.020*
0.705) 0.903)
AA 0.550 (n=55) 0.705 (n=141) 0.511 (0.311- 0.011 0.665 (n=266) | 0.615 (0.394- | 0.042*
0.841) 0.961)
APOAS | rs662799 AG 0.340 (n=34) 0.255 (n=51) 1.505 (0.893- 0.160 0.282 (n=113) | 1.308 (0.819- | 0.314
2.536) 2.088)
GG 0.110 (n=11) 0.040 (n=8) 2.966 (1.153- | 0.036* 0.052 (n=21) 2.230 (1.037- | 0.060
7.630) 4.794)
Analisis Multiloci
Genotipo (APOA4 y APOAD) Frecuencias OR (95% IC) p Frecuencias OR (95% IC) p
C+G IAM CTL 2.039 (1.232- | 0.007 * CG 1.781 (1.135- | 0.015*
0.430 (n=43) 0.270 (n=54) 3.376 0.497 (n=119) 2.794)

OR: Odds ratio; 95%IC: Intervalo de confianza, * Valor de p estadisticamente significativo.
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Una vez que se determiné la contribucion por separado, se decidio analizar
la combinacion de los alelos rs5104-C y rs662799-G encontrados como de riesgo
mediante un analisis multiloci (cuadro 9). Los resultados obtenidos continuaron
corroborando la contribucion de los dos alelos al desarrollo de IAM (versus CTL,
OR=2.039, p< 0.007; versus CG, OR=1.781, p< 0.015).

Diferenciacion poblacional

Finalmente, se llevo a cabo el analisis de diferenciacion poblacional para
corroborar las diferencias entre los grupos de estudio (cuadro 10).
Interesantemente, el grupo IAM tuvo un comportamiento totalmente diferente a los

grupos CTL y CG, los que no mostraron diferencias entre ellos.

Cuadro 10. Diferenciacion poblacional (IAM, CTL y CG).

IAM CTL CG
IAM - < 0.0001 < 0.0001
CTL 0.02961 - 0.41441
CG 0.01831 -0.00046 -

En negritas valor significativo, debajo de la diagonal marcado se encuentran los valores de Fsty por

encima de la diagonal el valor de p.

37



Comparacion con otras poblaciones

Finalmente se realiz6 una comparacion con respecto al comportamiento de
algunas poblaciones parentales a partir de las cuales se origin6 la poblacién mestiza
mexicana. Entre ellas se incluyeron a las poblaciones Ibérica de Espafa (IBS),
Yoruba en Ibadan, Nigeria (YRI), el pool genético de la poblaciones del Este de Asia
(EAS), la poblacion de mexicanos residentes en Los Angeles, California, USA (MXL)
y los residentes de Utah con ancestria Europea del Norte y el Occidente, obtenidos
a partir de la coleccion del Centro de Estudios Polimoérficos Humanos (CEU).
Asimismo, los datos se compararon con algunas poblaciones Latinas como la
poblacién Colombiana de Medellin (COL), la poblacion Peruana de Lima, (PER), y
la poblacion de Puerto Rico (PUR).

El anadlisis de coordenas principales (PCoA, Figura 12) muestra una
separacion contundente entre las poblaciones CTL, GC y MXL con respecto el grupo
IAM. Vale la pena destacar que estos grupos (CTL, GC y MXL) se encuentran juntos
en uno de los cuadrantes, mostrando sus similitudes genéticas. También es
importante mencionar la conexidbn genética entre las poblaciones Latinas,
principalmente con PUR y PEL , las que comparten la coordenada uno con CTL,

GC y MXL. Llama la atencion la cercania entre las poblaciones IAM y EAS.
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Principal Coordinates (PCoA)
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Figura 9. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de algunas poblaciones del proyecto de los
mil genomas con los grupos de estudio (GC:control genomico; CTL: grupo control; IAM: poblacion
de casos; COL: Colombianos en Medellin,Colombia; CEU:Residentes de Utah con ascendencia
Europea del norte y occidente; EAS:pool genetico del Este de Asia, representado por Chinos de
Beijing, Xishuangbanna y Han provenientes del sur de China, asi como Japoneses residentes en
Tokio y la poblacién de Kinh en la ciudad de Ho Chi Minh, Vietnam; YRI: Yoruba en Ibadan, Nigeria;
PUR: Puerto Rico; IBS: Ibericos en Espafia; PEL: Peruanos en Lima,Perd: MXL: Mexicanos
residentes en Los Angeles, California.
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo se busco asociar la carga genética de predisposicion al
desarrollo de IAM empleando dos polimorfismos (rs5104 y rs662799) ubicados en
los genes APOA4 y APOAD5, respectivamente. Para ello, se estudiaron tres grupos:
1) individuos con la manifestacion clinica de IAM, el que fue comparado con 2) un
grupo de controles clinicos y 3) un control genémico que nos permitié determinar
que los resultados obtenidos no estuvieran relacionados con la arquitectura

genética de nuestra poblacion.

Entre nuestros primeros hallazgos, encontramos que los grupos CTL y CG
mostraron una distribucion de frecuencias similar a las reportadas en el proyecto mil

genomas (https://www.internationalgenome.org/). Una de las explicaciones con

respecto a dichas similitudes podria estar relacionado con una seleccion positiva.
Si bien, la seleccion natural no es la fuerza principal de la variacion del genoma
humano, esta proporciona informacién de la evolucién molecular humana, en donde
la “variante ventajosa” se fija rapidamente en las poblaciones (Zheng-Bradley y
Flicek, 2017). A nivel proteico se sabe que la variante APOA5-rs2075291 influye
directamente en la funcién proteica y estructural, ya que esta variacion proporciona
un enlace disulfuro en la que se adiciona una cisteina pudiendo asi delimitar ciertas
funciones (Sharma et al., 2014). Por otro lado, la metilacion del tercer exdn del gen
gue codifica para APOAS ha sido correlacionado con niveles altos de TG en plasma
(p< 0.003) y la combinacion de los portadores de al menos una variante de riesgo
aumenta en un 80% el riesgo de aterogénesis (Oliva et al., 2016). Hallazgos en
poblaciones Europeas entre las combinacion de los polimorfismos IVS3 'y G473A de
APOADS5 los polimorfismos IVS3 y G473A de APOAS vy los niveles de TG soportan
dichos hallazgos (Hadarits et al.,2011). Finalmente, APOA4 se deriva del gen
APOAL1 y mediante un proceso evolutivo perdié un intrén. Mediante endonucleasas
de restriccibn se han encontrado dos sitios polimoérficos compartidos entre
poblaciones del norte de Europa y del mediterraneo, mostrando un papel en la

evolucion temprana de la raza humana (Karathanasis et al., 1986).

40



En cuanto las discrepancias en la distribucion de las frecuencias alélicas en
algunas poblaciones de mil genomas con respecto a los polimorfismos (rs662799 y
rs5104), esto podrian estar relacionado con diferentes procesos evolutivos y
demogréficos. Como ejemplo estan las diferencias entre la MAF entre Asiaticos
(China, 0.30 y Singapur, 0.29) a las poblaciones Caucasicas (Jasim et al., 2018).
Con respecto a los resultados obtenidos en la presente tesis, la disimilitud en los
grados de mestizaje podrian ser consecuencia de los cambios en las frecuencias,

de alli la impotancia de incorporar un control genémico (Bacanu et al., 2000).

Las diferencias entre los grupos IAM vs CTL y CG, (Fst =0.02961, Fst-=
0.01831, p < 0.0001, respectivamente) refuerzan la posible contribucion de estos
polimorfismos al desarrollo de ECV. Por otro lado, el similar comportamiento entre
las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos CTL y CG sugiere que
nuestros hallazgos no estuvieron relacionados con la arquitectura genética de la
poblacién reforzando nuestros resultados. En este sentido, el analisis de varianza
molecular mostr6é que no existen diferencias entre las poblaciones de estudio, pero
si entre los individuos. Si bien los estudios de casos y controles son muy comunes
para determinar asociaciones genotipo-enfermedad, su fiabilidad se ve mermada
debido a la estratificacion poblacional, una manera de contrarrestar es el correcto
uso del control genémico cuyo poder radica en utilizar individuos de la misma
poblacion en el cual el estado de salud es desconocido (Bacanu et al., 2000;
Shmulewitz et al., 2004). Se ha demostrado bajo simulaciones que al utilizar el CG
este resulta efectivo para poder controlar el efecto de la sub-estructuracion genética

y falsos positivos (Tsepilov et al., 2013; Zang et al., 2007; Zheng et al.,2005).

Por otro lado, vale la pena destacar la cercania genética entre la poblacién
de IAM y el pool genético de las poblaciones del este de Asia (EAS). Lo anterior
podria sugerir una posible contribucion de la carga ancestral Nativo Americana al
desarrollo de IAM. En este sentido, diversos estudios han soportado el poblamiento
de las Américas a través de Beringia (Gomez R et al., 2021; Pinotti et al., 2019;
Skoglund y Reich, 2016). La juventud de nuestra poblaciébn ha mantenido la

presencia de linajes patrilineales Nativos Americanos cuyas proporciones siguen
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siendo altamente frecuentes en nuestra poblacion, seguidos por los linajes
provenientes de Europa (Gomez et al., 2021; Santana et al., 2014; v.Gr., R1b). Se
sugiere realizar analisis con marcadores informativos de ancestria para asi reforzar
los hallazgos y evitar que la posible asociacion encontrada se deba a la ascendencia

en lugar a la enfermedad (Gémez R, 2017).

rs5104 rs662799

Distribucidén de las
frecuencias alélicas

Figura 10. Distribucion de las frecuehcias alélicas de los polimorfismos rs5104 y rs662799
en poblaciones de mil genomas y nuestras poblaciones de estudio. estudio (GC:control
genomico; CTL: grupo control; IAM: poblacion de casos; AMR: pool genetico de America; AFR: pool
genetico de Africa; COL: poblacion de Medellin, Colombia; CEU:Residentes de Utah; EAS:pool
genetico del Este de Asia; EUR: pool genetico de Europa; YRI: Yoruba en Ibadan, Nigeria; PUR:
Puerto Rico; IBS: Ibericos en Espafia; PEL: Lima,Per(; : MXL: Mexicanos residentes en Los

Angeles).
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ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO

De manera general los alelos APOA4-rs5105-C y APOA5-rs662799-G
mostraron cierta contribucién al desarrollo de IAM, alelos que fueron
significativamente mas frecuentes en los individuos con IAM con respecto a los
grupos CTL y CG. Vale la pena destacar que algunas poblaciones utilizadas del
proyecto mil genomas como el pool genético de EAS mostraron ciertas similitudes
con el grupo de IAM (Figura 13). Como se mencion6é anteriormente, la carga
ancestral Nativo Americana podria estar contribuyendo al desarrollo del IAM. En
este sentido, la incidencia de ECV es mayor en Asia, particularmente en aquellas
poblaciones de donde proceden los grupos Nativos que poblaron América (Este de
Asia), reforzando nuestros hallazgos (Roth GA et al., 2019; GOmez et al., 2021). No
obstante, las poblaciones de PUR y PEL mostraron una distribucién totalmente
distinta, muy similar al IBS. PUR tiene una poblacion predominantemente derivada
de Europa siendo escasa la presencia de linajes Nativos Americanos (Vilar et al.,
2014). Por lo que respecta a la poblacién de PEL, parece tener una arquitectura
genética similar a la de México, pero es posible que por ser individuos provenientes

de una ciudad (Lima), la carga Europea haya sido prominente.

Por lo que respecta APOA4-rs5104 y su posible contribucién a las ECVs,
nuestros hallazgos fueron similares a los reportados por otros autores.
Particularmente el alelo G de este mismo SNP ha sido relacionado con la presion
arterial sistélica (p < 0.001) en una poblacion de Puerto Rico (Mattei et al., 2011).
Una posible explicacién de la contribucion del polimorfismo APOA4-rs5104 al
desarrollo del sindrome metabdlico y sus condiciones subsecuentes es su
localizacion. Particularmente APOAS5-rs5104 se encuentra localizado, en el
cromosoma 11 (posicion ¢h11:116792991; GRCh38.p13) mostrando un
desequilibrio de ligamiento con variantes del cluster de las APO (APOA5, APOC3;
p < 0.05). De esta manera, la tasa de transcripcion puede verse afectada por
cualquiera de los miembros de los genes de dicho cluster (APOA1l, APOCS3,
APOAbS), pudiendo explicar su asociacion con niveles altos de TG en plasma
(Talmud et al., 2005; Hong et al.,1997; Choi G R et al.,2000). APOA4 también
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desempeiia un papel critico en el transporte inverso de colesterol, pudiendo influir
en la absorcién de lipidos. Particularmente, esta apolipoproteina se reconoce como
una promesa terapéutica, al actuar como un factor de saciedad, ademas del
transporte de lipidos (Wang F et al., 2015; Wang F et al., 2012). Hallazgos previos
han sugerido la contribucion de variantes genéticas de APOA4 con el riesgo de
sindromes metabdlicos y con la hipertrigliceridemia (Bai et al., 2019, Ou et al., 2015).
Por otro lado, se ha observado que mujeres con depresion, portadoras del alelo G-
rs5104 presentaron niveles mas altos en plasma de la APOA4 (p < 0.05) (Gou Q W
et al., 2021). Por su parte, la variante de APOA4 (rs5072), localizada a 15 Kb de
nuestra variante de estudio (rs5104) ha sido asociada con hipertrigliceridemia en
mujeres (genotipo TC+ TT; OR=1.36; 95%IC=1.5-1.6, p< 0.05) (Bai w et al.,2019). Lo
anterior muestra la diferencia de acuerdo con el sexo y la predisposicion a ECV.
Consecuentemente, nuestros hallazgos tendrian que ser evaluados en mujeres

mexicanas, dado que la presente tesis solo evalu6 individuos del sexo masculino.

Sin embargo, los resultados de este trabajo fueron inconsistentes con otros
estudios, esto porque las distintas historias demograficas de las poblaciones
generan diferencias en las distribuciones de los alelos lo que podria explicar algunas
discrepancias entre los estudios. Especificamente, los individuos homocigotos para
el alelo T han mostrado un mayor riesgo a la cardiopatia coronaria en poblaciones
de Europa (OR=2.0495%1C=1.02-4.05) (Wong et al., 2003).

Por lo que respecta APOA5, esta proteina desempefia un papel
fundamental en la regulacién de TG en plasma tanto en ratones como en humanos
(Pennacchio y Rubin, 2003). Particularmente, el polimorfismo que se estudio en el
presente trabajo (rs662799) ha mostrado contribuir con la hipertrigliceridemia y por
ende con el IAM en poblaciones Europeas, en donde el alelo G (OR=1.44;
95%1C=1.23-1.69 p < 0.05) y su genotipo homocigoto (OR=1.39 95%IC=0.98-1.95 p <
0.001) mostraron contribuir al desarrollo de estas patologias (De Caterina et al.,
2011; Ariza et al.,, 2010). Otro estudio desarrollado con individuos de Espafa,
mostré asociacion entre los niveles altos de TG en individuos portadores de al

menos un alelo de la variante S19W (rs3135506) (p < 0.05) con una distancia de
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1Kb con nuestra variante estudiada (rs662799) (Oliva I. et al., 2016). En cuanto a
las poblaciones de Asia, se ha reportado que el alelo G del polimorfismo (rs662799)
se asocia con niveles altos de TG en poblaciones infantiles (OR=1.58; p< 0.001) de
Corea (Park et al., 2020) y China (OR=1,471;95%IC=1,058-2,046; p< 0.017) (Zhu et
al., 2014; Jiang et al., 2010). Para el caso de las poblaciones Latinas, los estudios
han mostrado la contribucién del alelo G (rs662799) a los niveles altos de TG en
plasma (2,05 = 0,01 mmol / L; p= <0.0001), lo que no solo se ha relacionado con
obesidad sino también con las ECVS (Furuya et al., 2013). Dentro de la poblaciéon
Mestiza mexicana el dicho polimorfismo (genotipo GG) ha sido previamente
relacionado con niveles altos de TG (OR=2.96 9s%IC = 1.86-4.71; p < 0.05) en
infantes entre 5-14 afios (Suarez-Sanchez et al., 2017). Similares hallazgos han
sido reportados en el polimorfismo de APOA5 (rs964184; OR=2.3, 95%1C=1.1-4.9, p
< 0.05) (Bautista Martinez et al., 2022). Todos estos trabajos soportaron nuestros

hallazgos.

En contraste, un estudio en Saltillo, Coahuila no presento asociacion de la
variante de APOAS (rs662799) con niveles altos de HDL genotipo TC + CC (OR=
1.01, 95%IC =0.99-1.02, p < 0.112) (Carranza-Gonzalez et al., 2018). Dichos datos
han sido replicados en la poblacion de Brasil (Valente-Frossard et al., 2020).
Posiblemente esto se deba a la arquitectura genética de nuestra poblacién, no

olvidando que somos una poblacion de reciente aparicion (Johnson et al., 2011).

Finalmente, como cualquier estudio, la presente tesis tuvo fortalezas y
limitaciones. En cuanto, a las fortalezas, se encontraron la presencia de un control
gendmico, lo que permitio fortalecer nuestros hallazgos y disminuir las falsas
asociaciones. Por lo que respecta a las limitaciones de este proyecto, es que a pesar
de que el tamafio de muestra fue adecuado para realizar los analisis, esto s6lo son
datos preliminares. Por lo tanto, es necesario aumentar el tamafio de muestra, asi
mismo una limitante fue el no contemplar los factores antropométricos y el estudio

en mujeres.
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X. CONCLUSION

En conclusion, la presente tesis muestra datos contundentes que pone en
evidencia la posible contribucién genética de los alelos rs5104-C (APOA4) y
rs662799-G (APOA5) con el desarrollo del IAM en la poblacibn mestiza
mexicana. Nuestros hallazgos se suman a la extensa evidencia en cuanto
contribucion al desarrollo de las ECV en distintas poblaciones, siendo de los
pocos estudios realizados en nuestra poblacion. Si bien como anteriormente se
menciono, estos datos son preliminares, pueden servir como base para futuros
estudios para que sean considerados como biomarcadores genéticos, todo esto

con mira hacia la medicina personalizada.
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XI. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Enriquecer este trabajo con mayor nimero de SNP en genes involucrados
en vias metabdlicas que contribuyan al desarrollo de las ECVS.

Aumentar el niumero de individuos, asi como la representacion de los
diferentes estados que conforman la Republica Mexicana para tener un
panorama mas completo de nuestra poblacion.

Realizar estudios antropométricos, lo que indudablemente traerd consigo un
mejor diagndstico sobre los niveles de TG en sangre de nuestra poblacion.
Afadir en este trabajo a individuos del sexo femenino, cuyo fin seria ver si

existen diferencias en la contribucion genética de acuerdo con el sexo.
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