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Resumen

Introduccion

México cuenta con una gran prevalencia de dislipidemias, siendo las bajas concentraciones de colesterol HDL
(Lipoproteinas de Alta Densidad) una de las mas frecuentes. Esta patologia, también llamada hipoalfalipoproteinemia
(<40 mg/dL) supone un aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares.

La poblacion mexicana se ha caracterizado por su elevado mestizaje, con un porcentaje de ancestralidad
amerindia del 66%, asi como europea del 32% vy africana del 2% aproximadamente, encontrado en estudios previos.
Tomando en cuenta la complejidad de esta mezcla ancestral, la poblacion mexicana es ideal para esclarecer los efectos
genéticos, sociales y ambientales en los eventos de la salud en las diferentes poblaciones.

Justificacion

En la actualidad no se ha logrado encontrar una causa especifica de las bajas concentraciones de HDL en la
poblacion mexicana, las cuales determinan una asociaciéon con enfermedades metabdlicas. Este tipo de estudio
aportara consistencia para fundamentar el componente genético que se relaciona con la ancestralidad amerindia y
determina las bajas concentraciones de HDL de la poblacién mexicana.

Objetivos
Identificar el grado de mezcla genética en una submuestra representativa de la poblacién mexicana, asi como
estimar la asociacién de las bajas concentraciones de HDL con la proporcidn de ancestralidad en esta submuestra.

Metodologia

Se realizard un estudio observacional transversal analitico y retrospectivo basado en datos de la Encuesta
Nacional de Salud 2000 (ENSA 2000). Se llevara a cabo un analisis secundario de una submuestra compuesta por 2,172
sujetos, de quienes se obtuvo informacion sobre diferentes variables de interés por medio de cuestionarios asi como
muestras bioldgicas para determinar concentraciones de HDL.

Para estudiar la diferencia de proporcion de ancestralidad se utilizardn los AIMs (Ancestry Informative
Markers). Estos son marcadores genéticos que proveen informacién de ancestralidad a partir de las submuestras del
banco de ADN de la ENSA 2000.

A partir de la medicion de ancestralidad mediante AIMs, el porcentaje de mestizaje en la poblacidn
(amerindio, africano y europeo) se estimara por medio de estadisticas Bayesianas, utilizando el paquete estadistico
STRUCTURE. Para evaluar la asociacidn entre ancestralidad y los momios de contar con HDL baja, se ajustardan modelos
de regresion logistica con el porcentaje de ancestralidad amerindia como variable explicativa.

Con la informacién obtenida en este estudio, se podria realizar posteriormente una busqueda mas especifica
para estimar asociaciones de diversos genes con la presencia de concentraciones bajas de HDL por medio del método
de admixture mapping. Este es el primer método experimental que se acerca a recrear el genoma humano, para
identificar los genes implicados en la hipoalfalipoproteinemia.

Resultados esperados e impacto

Se espera encontrar que la proporcidon de ancestralidad amerindia se asocia con bajas concentraciones de
colesterol de alta densidad. De tal manera que la presencia de ancestralidad amerindia define genes que provocan
estas bajas concentraciones de HDL en el organismo. La confirmacidn de esta informacidon permitiria contar con un
recurso suficiente para identificar y prevenir eficazmente enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico en
personas que presentaran gran porcentaje de ancestralidad amerindia.

Lograr esto, constituiria un importante ahorro para el sistema de salud mexicano, ademas de sentar
antecedentes de investigacion en epidemiologia genética para contar con una mayor consistencia sobre la literatura
estudiada y publicada.



INDICE DE CONTENIDOS

B I 10 o o [T o] Y T 5
2. Antecedentes.......cicirrimimiiiiii 7
3. Planteamiento del problema........ccccciiciiiiiimisic i s s s s s s s e 9
L SN [T T ot Y of ' o T 10
LT @ 1 5 = Yo = 10
= T T 3 1= o | 10
o O =T o Y=Y of {1 ol o Y 10
(ST = T oo T I =Y oY o o T 11
2 5 11 5 20T LT 1 13
£ 2 T 1= oo T [0 o Y« 1 T R 14
a. Antecedentes del disefio de la muestra.......c.corervmirrinirriesraren.... 14
b. Poblacion de estudio......corciruiruinrenraimsnmrissmsrsr s 15
c. Medicion de variables.........cccoririmimririsnr s s 17
d. Poder EstadisStiCo......coiirmiruimummrmireimarmsresmanssrssrnsrasmmssssssesnassssassnsans 17
e. Analisis EstadistiCo.....ccriririmimrmirimsimsrirsnsrsrs s s ssassans 18
9. Limitaciones Y S@SgO0S. ..ciciuuimrarimimrararinne nararsnsarassssasassssnsasassnsassssnsassnnnsasas 19
10.Resultados esperados € impacto......cicviriririmierariisrarerisre s s nssararaseanas 20
11.Plan de desarrollo.......cciciiiimimirmimrrssis s s s s s s s s s s snnsnnnnnns 21

12.Referencias BibliografiCas......ccurireireiraimmmsrsirirsissrsirssrasssasasasasasasassnsnsass 22



Introduccion

Hipoalfalipoproteinemia

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo, asi como en
América Latina y en México segun la OMS!. Es por esto que se deben tener en consideracion los aspectos

relacionados con esta enfermedad, para lograr una efectiva prevencion y tratamiento a corto plazo.

Los padecimientos cardiovasculares en la poblacion mexicana se han convertido en la causa de
muerte mas frecuente entre la poblacion adulta, de tal manera que en la actualidad una gran cantidad de
recursos financieros y humanos se estan destinando a la prevencion y tratamiento de estos
padecimientos, tanto en el sector publico como en el sector privado. México, al igual que muchos paises
de América Latina, manifiesta una gran prevalencia de dislipidemias, caracterizada por una mayor
frecuencia de las bajas concentraciones de colesterol HDL (Lipoproteinas de Alta Densidad) y de elevadas
concentraciones de triglicéridos. Las dislipidemias y las alteraciones en las lipoproteinas favorecen el
desarrollo de ateromas, los cuales son la primera causa de infartos al miocardio.? Estos trastornos son
también los principales causantes de enfermedades cardiovasculares y de sindrome metabdlico. Se conoce
que el sexo masculino y el estado posmenopdausico aumentan el riesgo de enfermedad coronaria y
sindrome metabdlico. Las mujeres tienen concentraciones de HDL mas altos y concentraciones de LDL
(Lipoproteinas de Baja Densidad) mas bajos antes de la menopausia que los hombres de la misma edad. 3
Un patron lipoproteico favorable justifica parcialmente la proteccion frente a la aterosclerosis que confiere
el estado premenopdausico. Parte de estos beneficios podrian explicarse por efectos directos de los
estrégenos sobre la pared arterial. Los estudios acerca de las posibles acciones vasoprotectoras de los
estrogenos vy la utilizacion de tratamiento de sustitucién estrogénica como estrategia antiaterégena en las

mujeres posmenopausicas prosiguen en la actualidad.3

Estudios epidemioldégicos muestran que altas concentraciones de HDL (superiores a 60 mg/dL)
tienen un caracter protector contra las enfermedades cardiovasculares como lo son la cardiopatia
isquémica e infarto de miocardio. Por el contrario, bajas concentraciones de HDL (por debajo de 40
mg/dL) suponen un aumento del riesgo de estas enfermedades, especialmente para las mujeres, ya que la
disminucidn de las HDL afecta el transporte reverso de colesterol, que es la via metabdlica responsable de

la remocion del colesterol excedente de las células periféricas.*

La hipoalfalipoproteinemia corresponde a bajas concentraciones plasmaticas de colesterol HDL,
esto es, concentraciones de HDL menores a 40 mg/dL.> Entre las causas de hipoalfalipoproteinemia
adquirida se encuentran factores genéticos, obesidad, diabetes mellitus, exceso de ingesta de acidos

grasos saturados, sedentarismo, tabaquismo, farmacos como los betabloqueantes, metildopa,



benzodiazepinas y probucol.>® Otra causa de este padecimiento es la hipoalfalipoproteinemia familiar
aislada con herencia autosémica dominante, en la cual los pacientes tienen concentraciones de colesterol
y triglicéridos totales normales o elevados, pero concentraciones de HDL bajos e historia familiar o
personal de cardiopatia.® Sin embargo aun no se ha dilucidado la causa exacta que explique la alta

prevalencia de las bajas concentraciones de HDL entre la poblacion mexicana.

Ancestralidad

La poblacion mexicana contemporanea se ha caracterizado por su elevado mestizaje desde los
inicios de la conquista de Espana, refugiados de las guerras mundiales, situaciones histdricas, comercio de
esclavos de Africa y las poblaciones originarias amerindias.” Asi, se han publicado diversos estudios sobre
la proporcion de ancestralidad encontrada en diferentes paises. El mestizaje genético ha sido utilizado

exitosamente para explicar las variaciones étnicas y raciales en diferentes enfermedades. 7:89:13

En las poblaciones altamente mestizas, para estudiar la diferente proporciéon de ancestralidad, se
utilizan los AIMs (Ancestry Informative Markers, es decir marcadores informativos de ancestralidad)?, los
cuales son marcadores genéticos que proveen informacion en la ancestralidad y se pueden utilizar para

demostrar las grandes diferencias que existen entre frecuencias sobre las poblaciones mundiales.®

El mayor control sobre los factores ambientales, asi como sobre los AIMs en los estudios basados
en poblaciones mestizas, proveen una herramienta eficiente y estadisticamente fuerte para acercarnos a

la investigacion del rol ambiental y los componentes genéticos que competen a diversas enfermedades. °

Para poder estudiar a las poblaciones mestizas y su asociacién con diferentes patologias presentes
en ellas se puede recurrir al método de admixture mapping®, el cual es el primer método experimental
que se aproxima a recrear el genoma humano.B Asimismo, se pueden rastrear los genes involucrados en
enfermedades con bajos concentraciones de HDL mediante este método para encontrar genes que
presentan variaciones étnicas con riesgo a la enfermedad, basandose en el estudio de poblaciones
descendientes.!! Esto a su vez, abrira la puerta a nuevas investigaciones e intervenciones para encontrar

la causa y prevencion de estas enfermedades en las poblaciones mas vulnerables.

El propdsito de este estudio es evaluar, mediante modelos estadisticos, la asociacion entre la
proporcion de cada una de las poblaciones ancestrales (europeo, amerindio y africano) con la variacion en

los concentraciones de HDL en una submuestra representativa de la poblacion mexicana.

AB Para mayor informacion y definiciones consultar la seccién de Marco Tedrico.



Antecedentes

En un estudio publicado por Barquera S. y cols. (2007), realizado en una submuestra de la
Encuesta Nacional de Salud (2000), encontraron una concentracién media de HDL de 38.4 mg/dl (IC95%
37.2,39.5) en la poblacion mexicana. La prevalencia encontrada de hipercolesterolemia (HC) fue de
40.5% en mujeres (IC95% 35.5,45.4) y de 44.6% en hombres (IC95% 37.7,51.4).12 La
hipoalfalipoproteinemia fue la méas prevalente de las dislipidemias, presente en 64.7% (IC95% 58.7,70.8)
de los hombres y 61.4% (IC95% 54.4,68.3) de las mujeres. Asi mismo, Aguilar C. y cols. en los
resultados de la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas en el 2002, mencionan que la dislipidemia

mas comun en los mexicanos es la hipoalfalipoproteinemia aun en individuos de peso normal.!3

Tabla 1. Prevalencia de dislipidemias en adultos mexicanos por edad. ENSA 2000 *
Colesterol HDL Triglicéridos  Mixto A
>200mg/dl % <40mg/dl % >150mg/dl % %

Mujeres **

Grupo por
edad

Hombres **
Grupo por
edad

* Datos tomados de la tabla 1l del articulo: Barquera S. Dyslipidemias and obesity in Mexico. Salud Publica México. 2007; 49: pp 344.
** Los adultos contaban con 9-12hrs de ayuno. Las estimaciones se ajustaron por: edad, sexo, nivel socioeconémico, tabaquismo
y por el disefio complejo de la encuesta.
A Definido como: triglicéridos 2200mg/dl and HDL cholesterol <35mg/dl
+ Prevalencia en la poblacidn general por sexo.

Sin embargo a medida que la masa corporal aumenta, es mas probable encontrar otros tipos de
dislipidemia, en general combinados con hipoalfalipoproteinemia, aumentando el riesgo cardiovascular.

Esto es similar a lo reportado en otros paises.!*

Villalpando S. y cols. encontraron que 20% de los sujetos con edades entre 10-19 afios muestran
en un 14.8% sobrepeso, 6.7% obesidad y 37.5% tenian una historia familiar de diabetes mellitus tipo2
(DM2), dentro de la misma submuestra de la ENSA 2000 realizada en México. Entre otros datos
analizados, la media de concentraciones de glucosa, insulina, colesterol total (CT) vy triglicéridos (TG)
fueron significativamente mayores y los de cHDL (colesterol HDL) significativamente menores en los
sujetos obesos, que en los que tenian indice de masa corporal (IMC) normal. Se observé una fuerte

asociacién entre la obesidad y el riesgo de tener altas concentraciones de glucosa, insulina, TGy CT vy



bajas concentraciones de cHDL en jovenes. Tales hallazgos confirman el riesgo que tienen los jovenes
obesos de presentar de manera concomitante anormalidades propias del sindrome metabdlico.!>

Referente a la ancestralidad, existen diversos estudios realizados en México donde se muestra
consistencia en la variacion de mestizaje con la que cuenta la poblacion mexicana. Bonilla C. y cols.
(2005) realizaron un estudio en Tlapa Guerrero, utilizando admixture mapping con 24 AIMs, en donde

encontraron una contribucion de la poblacién amerindia del 94.5%, europea 4.2% y africana 1.3%.16

En otro estudio dentro de la Ciudad de México, Martinez V. y cols. utilizando 69 AIMs en una
poblacién de 561 individuos con diabetes mellitus tipo 2, encontraron un porcentaje de ancestralidad en la
poblacién mexicana del 65% amerindia, 30% europea y 5% africana.”

En un estudio publicado por Salari K. y Choudhry S. en el 2005, comparando una muestra de
mexicanos y puertorriqueifios en E.U.A. y utilizando 44 AIMs, mostraron que los mexicanos cuentan con

ascendencia amerindia en un 52%, europea en un 45% y africana en un 3%.18

En diferentes publicaciones se han presentado resultados de investigaciones que abordan la
relacion entre ancestralidad y algunas enfermedades. En otro estudio publicado por Choudhry S. y cols.
(2006), en donde examinan una poblacion mexicana y puertorriquefia en San Francisco, California con
asma vy utilizando 44 AIMs, comprueban la presencia de un porcentaje de ancestralidad del 51% de
amerindios, 45.4% europeos y 3.7% africanos. En esta investigacion también se demuestra que la
prevalencia de asma en puertorriquefios es mucho mas alta que en los mexicanos, correlacionandola con

la ancestralidad puertorriquefia que es predominantemente europea (59.7%).1°

Tabla 2. % de ancestralidad encontrada en diversos estudios realizados en
poblaciones de origen mexicano *

Autor Pais del estudio  Amerindia | Europea Africana

Choudhry 2005 E.U.A.
Bonilla 2005 México 94.5 4.2 1.3 16
Choudhry 2006 E.UA. 51.0 45.4 3.7 19
Martinez 2007 México 65.0 30.0 5.0 v

* Datos obtenidos de la bibliografia.

Referencia

En otro estudio publicado por Rodriguez C. (2002), estudiando poblaciones urbanas caucasicas,
afroamericanas e hispanas en la ciudad de Nueva York, demuestra que los hispanos tenian
concentraciones totales de colesterol y de cHDL menores en comparacion con las otras poblaciones. Por el
contrario, los individuos afroamericanos presentaban concentraciones de cHDL total mayores. Asi mismo,

la prevalencia de diabetes mellitus fue mayor entre los hispanos y afroamericanas. 20

Tull E. y cols. (2004), publicaron un estudio realizado en las Islas Virgenes, sobre la consistencia
encontrada en los individuos méxico-americanos, para presentar concentraciones de cHDL menores

comparados con los individuos blancos no hispanos. Se encontré que los individuos afroamericanos



presentaron concentraciones de cHDL mayores y concentraciones de triglicéridos menores en comparacion
con los individuos de ascendencia hispana. Sin embargo, la causa de esta relacién no se ha demostrado.
Los individuos con ancestralidad europea tenian menor resistencia a la insulina y menores concentraciones
de glucosa capilar comparados con los afroamericanos y los grupos hispanicos, como lo son los indios

Pima.?!

Los indios Pima son conocidos en los circulos cientificos como uno de los grupos poblacionales de
mayor peso corporal en el mundo. Investigadores de diversos institutos de salud en Estados Unidos los
han estudiado por mas de 35 afios. Algunos adultos pesan mas de 227kg y muchos adolescentes obesos
sufren de diabetes mellitus.22 Aparentemente los indios Pima tienen una predisposicion genética para
ganar peso, asi como para desarrollar diabetes mellitus y generar concentraciones de cHDL por debajo de
los rangos normales. Es por esto, que numerosos investigadores tratan de encontrar el componente

genético que determina las patologias en este grupo de amerindios.

Debido a que diversos estudios muestran consistencia sobre la relacién entre ancestralidad y el
desarrollo de enfermedades cronico degenerativas, es importante continuar estudiando estas asociaciones
para ayudar a descifrar los componentes genéticos involucrados en estas enfermedades. En el presente
estudio se analizara la relacidn entre la ancestralidad amerindia y las bajas concentraciones de cHDL de la

poblacién mexicana.

Planteamiento del problema

Pregunta de investigacion: éExiste asociacion entre el origen ancestral e
hipoalfalipoproteinemia en una poblacion mexicana determinada con alto mestizaje?

La poblacién contemporanea latinoamericana y mexicana constituyen una mezcla heterogénea de
tres poblaciones ancestrales: amerindios, europeos y africanos. Tomando en cuenta la complejidad de
esta mezcla ancestral, las poblaciones mexicanas representan una gran oportunidad para esclarecer los

efectos genéticos, sociales y ambientales en los eventos de la salud de las diferentes poblaciones.

La poblacidén mestiza mexicana se ha caracterizado por presentar bajas concentraciones de cHDL
relacionados con el sindrome metabdlico. Esto predispone a la poblacién vulnerable a sufrir cardiopatia
isquémica y por lo tanto aumentar el indice de mortalidad cardiovascular, la cual es la primera causa de

muerte en nuestro pais.

Diversos estudios cientificos han establecido que los genes cumplen un papel importante en la
tendencia de ganar peso excesivamente, y esto depende de las variaciones étnicas con riesgo a la

enfermedad, basdndose en estudiar poblaciones descendientes. 1422



Descifrar el mapa genético de las poblaciones altamente mestizas, podria llevarnos a comprender
la importante prevalencia de estas bajas concentraciones de cHDL en la poblaciéon y asi lograr una
prevencién efectiva, mediante una deteccién oportuna de las poblaciones mas vulnerables. Las
poblaciones altamente mestizas, como la mexicana, representan una oportunidad de estudio para evaluar
el grado de ancestralidad correlacionada con diversas enfermedades, como lo es la alta prevalencia de

hipoalfalipoproteinemia en nuestra poblacién.

Justificacidon

Aunque no se ha logrado encontrar una causa especifica sobre las bajas concentraciones de HDL
en la poblacion mexicana (que determina una asociacién con cardiopatia isquémica y sindrome
metabdlico), con este estudio se dardn mayores elementos para encontrar el componente genético

relacionado con la ancestralidad amerindia en la poblacién.

De esta manera se podria lograr una deteccidon oportuna de los pacientes con riesgo a desarrollar
hipoalfalipoproteinemia. Con ello seria posible asignar un cambio de estilo de vida y aplicar medidas
higiénico dietéticas o, de ser necesario, comenzar un tratamiento médico precoz y asi evitar la aparicion
de enfermedades cronico degenerativas. Prevenir oportunamente el sindrome metabdlico, las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y las dislipidemias constituiria un importante ahorro
para el sistema de salud mexicano. En términos reales, el gobierno federal de México gasta
aproximadamente 42 millones de pesos anuales para el tratamiento de pacientes con enfermedades

crdénicas en nuestro pais.?3

Objetivos

a) Objetivo General

+ Evaluar la asociacidon entre la proporcion de cada una de las poblaciones ancestrales
(amerindia, europea y africana) con la variabilidad en los concentraciones de HDL en una

submuestra representativa de la poblacion mexicana.

b) Objetivos Especificos

+ Identificar el grado de mezcla genética en una submuestra representativa de la poblacién
mexicana.
+ Identificar la distribucion de las concentraciones de HDL en esta poblacién.

+ Estimar la prevalencia de hipoalfalipoproteinemia en la poblacion.



+ Estimar la existencia de un componente genético para una prevalencia de bajas
concentraciones de HDL en la poblacion.

+ Estimar la asociacién de bajas concentraciones de HDL con la proporcion de ancestralidad
europea.

+ Estimar la asociacidén de bajas concentraciones de HDL con la proporcion de ancestralidad
amerindia.

+ Estimar la asociacion de bajas concentraciones de HDL con la proporcion de ancestralidad
africana.

+ Evaluar si la asociacion entre ancestralidad y HDL se explica por variables asociadas al

sindrome metabdlico, otras enfermedades metabdlicas o crénico degenerativas.

Marco Teodrico

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son un tipo de lipoproteinas que pueden retirar el
colesterol de las arterias y transportarlo desde los tejidos del cuerpo al higado, para excrecion y reciclaje.
Elevadas concentraciones de HDL (mayor a 60 mg/dL) tienen un caracter protector contra las
enfermedades cardiovasculares. Bajas concentraciones de HDL (menor a 40mg/dL) suponen un aumento

del riesgo de estas enfermedades.3#

La hipoalfalipoproteinemia corresponde a concentraciones plasmaticas de colesterol HDL por
debajo del décimo percentil ajustado para la edad y el sexo del sujeto.?* En términos practicos, un HDL
bajo (menor a 40 mg/dL) es considerado como hipoalfalipoproteinemia.>®

En cuanto a ancestralidad se refiere, un ancestro es un progenitor, es decir un antepasado directo
(padre o madre); o recursivamente, un progenitor de un ancestro (p.e., un abuelo, bisabuelo, y asi
sucesivamente). El término igualmente suele ser usado para referirse a un grupo de antepasados
relacionados a un antepasado directo (familia, pueblo, etnia, etc), del cual un individuo o grupo de
individuos descienden.?> En biologia, dos individuos tienen una relacidon genética si uno es el ancestro del
otro o si comparten un ancestro comun; en evolucidén bioldgica, especies que comparten un ancestro

evolutivo se dice que son de descendencia comun. 23

Los AIMs (Ancestry Informative Markers) son marcadores genéticos que proveen informacion de
ancestralidad. Esto se debe a que estiman el valor cuantitativo representando el grado de historial de
ancestralidad en individuos con ancestralidad genéticamente mestiza y se realizan mediante la
identificacion de los alelos distintivos en individuos mestizos, los cuales son una herramienta de mapeo
muy importante para identificar a los genes que predisponen a diversas enfermedades en la poblaciones

mestizas.”/°
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Para estimar el porcentaje de mestizaje en una poblacion se utiliza el programa STRUCTURE, el
cual se basa en métodos estadisticos Bayesianos. Estos métodos utilizan la informacidon genotipica de
todos los individuos en una muestra que es utilizada simultdneamente para estimar el porcentaje de
mestizaje individual. De esta manera, se puede determinar el porcentaje de cada una de las tres
poblaciones ancestrales: amerindia, europea y africana en cada una de las muestras de ADN

correspondientes a cada sujeto.?

Para estudiar a las poblaciones mestizas y su asociacién con diferentes patologias presentes en
ellas, se puede recurrir al método de admixture mapping'°, el cual es el primer método experimental que
se acerca a describir el genoma humano. Este se refiere al uso de poblaciones con variedad en su
ancestralidad y su correlacién con la variacién fenotipica (caracteristicas fisicas) para conocer el grado de
mezcla genética. Para analizar lo anterior, se ha utilizado el método de Genome Wide Association1:26, el
cual es otro método experimental en donde se corren las muestras de ADN y se observa la seccion de
genes especificos para cierta patologia en la poblacidon, en nuestro estudio, concentraciones bajas de HDL.
Ya que la poblacion estudiada difiere en sus rasgos genéticos, el pareamiento intergrupal puede llevar a
una mayor probabilidad de heterocigocidad en el producto para determinar los factores genéticos
determinantes. Esto se mide con marcadores anénimos o SNPs (single-nucleotide polymorphism) y puede

proporcionar una estimacion mas exacta de la ancestralidad.?”

Un SNP es una secuencia de variacién del ADN (Acido Desoxirribonucléico) que ocurre cuando un
solo nucledtido en el genoma difiere entre dos o mas miembros de una misma especie. Las variaciones en
las secuencias del ADN o en sus nucleotidos, pueden afectar el desarrollo de diversas enfermedades, asi
como la respuesta a estas mismas. El estudio de los SNPs y el admixture mapping es importante, ya que
al comparar regiones del genoma humano se puede descifrar la causa de distintas enfermedades o la

respuesta de las poblaciones a ellas.28

Las siguientes figuras ilustran la asociacién que se espera encontrar en el presente estudio.
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Socioeconémico * Dieta
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* Herencia

N
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Amerindia Metabdlico
(ATESS Obesidad

Figura 1. La ancestralidad (amerindia), definida mediante AIMs, supone genes implicados en la aparicion de sindrome
metabdlico y obesidad debido a los bajos concentraciones de HDL encontrados en la poblacidn mexicana. Esta relacion
se puede estudiar mediante el admixture mapping. Ademas, el nivel socioecondmico se puede encontrar como una
variable interviniente, ya que diversos estudios han mostrado que la ancestralidad amerindia muestra desventajas

econdmicas lo que implica un probablemente deteriorado estilo de vida.?>?°
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Figura 2. Con el presente estudio se pretende demostrar que la ancestralidad, derivada de un importante mestizaje
predominantemente amerindio, conlleva genes que determinan riesgos importantes para alteraciones metabdlicas y que
desencadenan una alta prevalencia de bajos concentraciones de HDL en la poblacién, entre otras enfermedades
crénicodegenerativas.

* Hipertension Arterial  ** Triglicéridos *** Intolerancia a la glucosa

Hipotesis

La proporcidon de ancestralidad amerindia se asocia a concentraciones de colesterol de alta
densidad. En otras palabras, el promedio del porcentaje de ancestralidad de sangre amerindia en el grupo
que tiene HDL bajo, es diferente al promedio del porcentaje de ancestralidad de sangre amerindia en el

grupo que presenta HDL normal.

Metodologia

Se realizard un estudio observacional transversal y analitico basado en datos de la Encuesta
Nacional de Salud 2000 (ENSA 2000)39, la cual es la ultima encuesta nacional de salud realizada en México
y cuenta con la informacidn requerida para este estudio. A partir de estos datos se realizara un analisis
secundario de una submuestra compuesta por 2,172 sujetos, de quienes se obtuvo informacién sobre
diferentes variables de interés a partir de los datos recolectados dentro de los cuestionarios. Asi mismo se

obtuvieron muestras bioldgicas para determinar concentraciones de HDL, entre otras.

I. Antecedentes del diseio de la muestra

La ENSA 2000 3° retoma los temas relevantes de las encuestas nacionales realizadas hasta 1998.
El disefio muestral fue probabilistico, polietapico, estratificado y por conglomerados. Los pasos del proceso
de seleccién fueron los siguientes:
< Asignacion proporcional del nUmero de viviendas en muestra, por estrato urbano rural.
% Seleccidon de 14 municipios por estado, con reemplazo y con probabilidad proporcional de
numero de viviendas en el mismo.
% Seleccidn de cinco areas geoestadisticas basicas (AGEB’s) por municipio, con probabilidad
proporcional al tamafio.
% Selecciéon de tres manzanas por AGEB, con igual probabilidad.
% Seleccidn de siete viviendas por manzana, con igual probabilidad.
% Seleccidn de un individuo en el grupo de edad de interés, con igual probabilidad.
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Para cada uno de estos grupos se realizaron ademas, por primera vez en nuestro pais, mediciones
bioldgicas especificas, con las cuales es posible estudiar las caracteristicas genéticas de la poblacion
mexicana.3® Para obtener la informacion requerida de los sujetos encuestados se realizaron las siguientes
estrategias:

1. El periodo de levantamiento se definié en 6 meses y medio, abarcando de septiembre de 1999 a
marzo de 2000.

2. Se captdé la informacion aplicando encuesta directa al informante adecuado, y se tomaron analisis
clinicos y medidas de parametros bioldgicos.

3. Se llevd a cabo un periodo de capacitacion, en dos fases, con una duracion total de cuatro
semanas para realizar una estrategia operativa especial para el cuidado, manejo, conservacion,
traslado y concentracion de las muestras de orina y de sangre en el laboratorio del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP).

4. Sistema inteligente de captura, desarrollo de rutinas y validacion de los archivos, y creacion de un
banco de datos, conformado por seis bases de datos relacionadas e integradas.

5. La mayor parte de la informacidon que contiene la ENSA 2000 fue obtenida mediante la aplicacidon
de cinco cuestionarios diferentes: a) hogar, b) miembros de familia con uso de servicios de salud,
c) cuestionarios individuales para nifios (0-9 afios), adolescentes (10-19 afios) y adultos (20 afos
0 mas). Para la submuestra de este estudio, Unicamente se tomaron las variables requeridas de
los cuestionarios de hogar y adultos.

6. Ademas de la aplicacidon de estos cuestionarios se utilizaron otros procedimientos para recolectar
informacién como fueron la somatometria de los miembros de la familia seleccionados y la toma
de muestras bioldgicas corporales para la determinacién de concentraciones de colesterol, cHDL y

glucosa en ayunas entre otras.

Para la presente investigacidn, en cuanto a las consideraciones éticas, consentimiento informado
de la recoleccion de datos de la encuesta y toma de muestras, asi como las consideraciones de
bioseguridad, se sefialan en las cartas que se se adjuntan a este protocolo copias de las cartas
correspondientes aprobadas por cada comisién dentro del INSP, incluyendo la aprobacién definitiva de la

Comision de Investigacion dentro del INSP.

II. Poblacion de estudio

Dentro de esta investigacion, se define a la poblacion blanco como las distintas poblaciones
mestizas del mundo; la poblacidn origen se refiere a poblaciones mestizas mexicanas y la poblacidn en

estudio se obtiene de una submuestra nacional representativa de la poblacién mexicana en ayuno.
Durante la realizacion de la ENSA 2000 se encuestaron a 45,726 viviendas en total, con un

promedio de 1,429 por entidad federativa. La poblaciéon encuestada fue de 190,214 personas, con un

promedio de 5,944 por entidad federativa. Se recolectaron 82,152 muestras de suero de sujetos mayores
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de un afo de edad y 43,085 muestras para identificacion de DNA de sujetos de 20 afios de edad o mas.
De éstas, se tomd una submuestra de 2,478 Unicamente de los pacientes que contaban con ayuno al
momento de la toma de muestra seroldgica. Se consideré como criterio primordial el ayuno debido a las

normas sobre la coleccidn de muestras seroldgicas para analisis de laboratorio clinico.3!

Para la recoleccion de las muestras seroldgicas, durante la realizacion de la ENSA 2000, personal
entrenado obtuvo muestras de sangre venosa y los sueros se almacenaron en ultracongeladores con
nitrégeno liquido a -150° C hasta su analisis. La toma se colecté con 19 mL de sangre en tubos al vacio
con EDTA que se identificaron mediante cdédigos de barras. Estas condiciones se consideran adecuadas
para la posterior determinacion de colesterol, cHDL y glucemia entre otras. Se observaron los requisitos
para la separacion, envasado, almacenamiento, recoleccidn, transporte y disposicion final del residuo

peligroso bioldgico infeccioso (RPBI) comprendido en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995.

Las muestras se enviaron al banco de ADN del INSP y las que fueron suficientes y adecuadas para
la medicidon de ancestralidad mediante AIMs y tuvieron también una adecuada medicidon de HDL,

resultaron como la submuestra final para esta investigacion (2,172 sujetos).

Para llevar a cabo la medicién de ancestralidad se enviaran las muestras del banco de ADN de los
2,172 sujetos, a la Universidad de San Francisco en donde se determinard mediante AIMs (Ancestry
Informative Markers)’.8° el porcentaje de ancestralidad para cada sujeto. El marcaje se realiza mediante
la identificacion de los alelos distintivos en individuos mestizos. Posteriormente, para estimar el porcentaje
de mestizaje amerindio, europeo y africano en la poblacidn, se evaluaran los resultados de los AIMs por

medio de estadisticas Bayesianas, utilizando el paquete estadistico STRUCTURES,

Con la obtencion de esta informacion, se podria realizar en un estudio subsecuente a éste, una
busqueda mas especifica para estimar asociaciones de diversos genes con la presencia de concentraciones

bajas de HDL por medio del método de admixture mapping.®

Criterios de inclusion*

a) Participantes de la Encuesta Nacional de Salud 2000, encuesta para adultos.

b) Participantes que reportaron ayuno dentro de esta encuesta.

c) De los sujetos con ayuno, participantes a los que se les tomé muestra de sangre venosa.

d) De los sujetos que se les tomd muestra de sangre venosa, se seleccionaron las muestras que
cuentan con resultados de laboratorio y muestra de HDL.

e) De las muestras de ADN que se enviaron al banco de sangre del INSP, muestras que son

suficientes y adecuadas para el estudio de ancestralidad.
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* El siguiente diagrama ilustra los criterios de inclusion:

Poblaciones mestizas

I'IeI'IOS a II‘ICI.ISIOI‘I:

43 085 muestras para
identificacion de DNA en adultos

2,478 muestras de los
adultos en AYUNO

2,172 submuestras finales con toma
adecuada de ADN y concentraciones de
HDL

III. Medicion de las variables de interés en el estudio

Tabla 3.
Variable Escala Clasificacion Operacionalizacién Medicion
Concentraciones Categorica Dependiente < 40 mg/dL : Muestras
de HDL Dicotémica HDL bajo serolégicas
Hipoalfalipoproteinemia Cuestionario
ENSA 2000
> 41 mg/dL : HDL normal Adulto
% de Continua Independiente 0-100% para cada una de las | Muestras
ancestralidad poblaciones ancestrales. seroldgicas
AIMs en ADN
Nivel Categorica Interviniente y Muy Bajo: 0 a 1,100 pesos | Cuestionario
Socioeconémico Politémica Confusora mensuales. ENSA 2000
Bajo: 1,101 y 2,383 pesos | Hogar
mensuales.
Medio: 2,384 a 4,549 pesos
mensuales.
Medio Alto: 4,550 pesos y mas.
Edad Categédrica Covariable 20-39 Cuestionario
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Politémica 40-59 ENSA 2000
60-79 Hogar
Sexo Categorica Covariable Hombre Cuestionario
Dicotomica Mujer ENSA 2000
Hogar
IMC Categorica | Covariable 18.5-24.9 : Normal Somatometria
Politdmica 25.0-29.9 : Sobrepeso Cuestionario
30 6 > : Obesidad ENSA 2000
Adulto
Tabaquismo Categodrica Covariable Si Cuestionario
Dicotémica No ENSA 2000
Adulto
Antecedentes Categodrica | Covariable Sx Metabolico Cuestionario
Heredofamiliares | Politdmica DM2 ENSA 2000
HTA Adulto
Otra

IV. Poder Estadistico

De la poblacion seleccionada, se realizé un analisis de poder estadistico para detectar diferencias
entre la proporcién de ancestralidad en los sujetos con HDL alto o bajo segln la categoria de exposicion
tomando como variable dependiente ancestralidad y como independiente concentraciones HDL, con
estimaciones de hipoalfalipoproteinemia del 63% tomados de los analisis realizados en la ENSA 2000.30

Para aplicar el analisis de poder estadistico, se espera encontrar un 37% de sujetos con
concentraciones de HDL bajas y un 63% de sujetos con concentraciones de HDL normal, de la submuestra
de 2,172 sujetos. En un estudio anterior!” el porcentaje de ancestralidad amerindia tuvo una distribucion
aproximadamente normal con una desviacion estandar de 22.13. Si la diferencia verdadera en las
medias de los grupos con HDL alto y bajo es 2.77 puntos porcentuales de ancestralidad amerindia
(diferencia minima detectable), podremos rechazar la hipétesis nula de que las medias de la poblacion de
los grupos con HDL alto y bajo son iguales con un poder del 80%. Dado que la diferencia a estimar es
incierta, se hizo un calculo del poder en funciéon de la diferencia a detectar, la cual se observa en la

siguiente figura. La probabilidad de el error tipo I asociada a esta prueba es 0.05.
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GRAFICA DE PODER ESTADISTICO: ASOCIACION ENTRE ANCESTRALIDAD Y CONCENTRACIONES DE
HDL
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Figura 3. Se puede observar un poder del 80% si la diferencia en las medias de los grupos con HDL alto y bajo es
2.77 puntos porcentuales de ancestralidad amerindia, con una submuestra de 2, 172 sujetos: 63% con HDL normal y
37% con HDL bajo.

V. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos consideraran el disefio complejo de la encuesta y el muestreo polietapico,
estratificado y por conglomerados, ademas de los factores de expansion para considerar la probabilidad de

seleccion en la muestra.

Se contara con una muestra de 2,172 sujetos tomados de la ENSA 2000 y se realizara el analisis
exploratorio de los datos en donde se obtendran medidas de tendencia central y de dispersion para las
variables numéricas y proporciones para variables categoricas. Para comparaciones bivariadas de la
variable de interés con las variables explicativas numéricas, entre ellas ancestralidad, se realizaran
pruebas de t de Student o de Mann-Whitney, de acuerdo a la distribucién de las variables. En el caso de

las variables explicativas categoéricas se realizaran pruebas de .

La estimacién del porcentaje de mestizaje en la ancestralidad de la poblacién, se realizara por
medio de estadisticas Bayesianas con el programa STRUCTURE.

Para evaluar la asociacion entre ancestralidad y los momios de contar con HDL baja, se ajustaran
modelos de regresion logistica con el porcentaje de ancestralidad amerindia como variable explicativa.
Estos mismos modelos se ajustaran considerando variables potencialmente confusoras o modificadoras de

efecto.
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El modelo empirico del estudio sera de la forma:

In 1p = B, + Al + XB + XAIA
— P

Donde:

P; = representa la probabilidad de tener HDL por debajo de 40 mg/dl.

Al, = Porcentaje de ancestralidad amerindia.

XB = vector de covariables; ver tabla 3.
XAl = Vector de términos de interaccién entre el porcentaje de ancestralidad amerindia y las
covariables del estudio. Aquellos términos de interaccidon que no sean plausibles o estadisticamente

significativos no seran incluidos en el modelo ajustado final.

Como un analisis secundario, se ajustaran modelos de regresion lineal (o algin otro modelo lineal
generalizado adecuado) con la variable HDL como variable de respuesta, utilizando las mismas covariables
incluidas en los modelos de regresion logistica, con el objetivo de estimar el caracter funcional de la
asociacion entre ancestralidad y HDL. Los analisis de este estudio se realizaran por medio del paquete
estadistico STATA 10.0.

Limitaciones y sesgos

En esta investigacion se pueden identificar como posibles errores aleatorios las variaciones
bioldgicas como son la toma de somatometria y de muestras seroldgicas. Aunque es factible que éstos

sean minimos, dado la capacitacién estandarizada del personal dentro de la realizaciéon de la ENSA 2000.

Asi mismo, se esperan minimos errores de informacién recolectada en campo, ya que al igual que
en el caso anterior, la misma capacitacion estandarizada del personal ofrece seguridad en esta
informacién recolectada. Por otra parte, dentro de la ENSA 2000 no se midieron las variables de dieta y
ejercicio, por lo tanto no se cuenta con dicha informacién para conocer la relacién con la variaciéon de HDL,

lo cual podria constituir una posible confusién en este nivel de analisis.

Conjuntamente, los modelos estadisticos toman en cuenta cierto grado de errores aleatorios. Si el
error aleatorio ocurre en la variable de respuesta, las estimaciones pueden no estar sesgadas. Mientras
que, si ese error aleatorio ocurre en las variables explicativas, su efecto sobre la variable de respuesta se

subestima.3?2
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Acerca de los posibles sesgos de seleccidon de este estudio, se tomo en cuenta la representatividad
a nivel nacional de la submuestra de la ENSA 2000, compuesta por 2,172 individuos en ayuno (validez
externa). Para evitar este sesgo se comparé mediante analisis estadisticos, con los individuos que no
contaban con ayuno para verificar las diferencias en todas las variables comparables, corroborando lo

esperado en estudios previos.12:13,15

De esta manera, se tiene la confianza de que los posibles sesgos introducidos no asuman una

magnitud relevante para invalidar el presente estudio.

Resultados esperados e impacto

Dentro de los resultados obtenidos del analisis, se espera encontrar que la proporcidon de
ancestralidad amerindia tiene una asociacién positiva con las concentraciones de colesterol de alta
densidad. Es decir, que el promedio del porcentaje de ancestralidad de sangre amerindia en el grupo que
tiene HDL bajo, es diferente al promedio del porcentaje de ancestralidad de sangre amerindia en el grupo
que tiene HDL normal. De tal manera que si se cuenta con ancestralidad amerindia se definen los genes

que provocan las concentraciones de HDL bajas en el organismo.

Esto seria razén suficiente para prevenir eficazmente enfermedades cardiovasculares, sindrome
metabdlico u otras enfermedades cronico degenerativas implicadas en personas que presentaran
ancestralidad amerindia y genes para desarrollar un HDL bajo en el organismo. Ya que no se cuenta con
una causa especifica sobre la elevada prevalencia de bajos concentraciones de HDL en la poblacion
mexicana, encontrar una asociacion positiva sobre los bajos concentraciones de HDL y ancestralidad
amerindia en este estudio, proporcionaria una importante pauta para comenzar la busqueda especifica del

gen o genes implicados en esta patologia.

Lograr esto, constituiria un importante ahorro para el sistema de salud mexicano, ya que se

podrian prevenir algunas de las enfermedades crénico degenerativas que mas afectan al pais.

Ademads, se espera contar con al menos un articulo cientifico obtenido de esta tesis para
conformar la titulaciéon de una alumna de maestria, presentacién en congresos y sentar antecedentes de
investigaciéon en epidemiologia genética para lograr una mayor consistencia sobre la literatura estudiada y

publicada.
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