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I) RESUMEN

La proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP) transporta esteres de colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) a las lipoproteinas de baja (LDL), intermedia (IDL) y muy
baja densidad (VLDL). Estudios realizados en diversas poblaciones han encontrado asociacion entre
polimorfismos de la proteina transportadora de ésteres de colesterol con las concentraciones de
colesterol en lipoproteinas de alta densidad. En poblacion mexicana, se han informado
consistentemente concentraciones de colesterol en lipoproteinas de alta densidad, inferiores a las de
Zrupos caucasicos.

El proposito de este estudio fue conocer la influencia del polimorfismo del gen de la proteina
transportadora de ésteres de colesterol sobre las concentraciones de lipidos y lipoproteinas,
particularmente en el colesterol de lipoproteinas de alta densidad, en una muestra tomada al Sur de
la Ciudad de México.

Se realizd un estudio transversal en el que se seleccionaron profesores de escuelas publicas y
privadas de la Ciudad de México. Los lipidos y lipoproteinas se midieron en sangre venosa obtenida
en ayuno. El DNA gendémico se obtuvo de leucocitos y con la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa se amplificé parte del intrén 1 del gen de la CETP, el cual se digiri6 con la enzima
Taq1B. El tamaiio de los fragmentos de restriccion se analizo en gel de agarosa al 3%.

Se analizaron los datos de 219 sujetos, 166 mujeres y 53 hombres. La frecuencia alélica para Bl y
B2 fue de 0.48 y 0.52 respectivamente. Los valores promedios de los lipidos por genotipo mostraron
diferencias significativas sélo en el colesterol total y en el colesterol de lipoproteinas de baja
densidad en mujeres (p< 0.05). La prevalencia de hipoalfalipoproteinemia (colesterol en
lipoproteinas de alta densidad <35 mg/dL) fue de 31%, 22% y 11% para los genotipos B1B1, B1B2
y B2B2, respectivamente (1?=10.92, p<0.05). El riesgo relativo de hipoalfalipoproteinemia para el
genotipo B1BI fue 2.3 veces mayor al compararlo con el genotipo B2B2.

La frecuencia del alelo B1 fue menor que la informada en poblacion caucasica, pero el genotipo Bl
se asocio, aunque no significativamente, con concentraciones bajas de colesterol en lipoproteinas de
alta densidad, lo cual parece indicar que aunque el polimorfismo del gen de la CETP-Tag 1B, influye

sobre las concentraciones, no es el principal determinante en la poblacion de la Ciudad de México.



II) INTRODUCCION

1. LIPOPROTEINAS

Los lipidos (del griego /ipus, grasa) se definen como compuestos orgéanicos insolubles en agua y
solubles en solventes organicos como: éter, cloroformo y benceno. No obstante, en los sistemas
bioldgicos los lipidos son transportados desde el tejido de origen (higado), hasta el tejido donde son
absorbidos. Para poder ser transportados, éstos deben de estar empaquetados en moléculas
conocidas como lipoproteinas. Estas lipoproteinas son estructuras esféricas muy variadas en cuanto
tamafio y composicion. Bésicamente consisten de una porcion central formada por lipidos
hidrofébicos (triglicéridos y ésteres de colesterol), alrededor del nicleo de la lipoproteina se
encuentra una capa anfipatica de lipidos polares (fosfolipidos y colesterol no esterificado 6 libre), y
en la superficie o inmersas en la capa anfipatica, se encuentran una o mas proteinas denominadas

apoproteinas (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion de los lipidos en una lipoproteina. Las
apolipoproteinas se unen por interacciones hidrofébicas a los lipidos mas externos y por atracciones

electrostaticas a los fosfolipidos para estabilizar a la pseudo-micela lipidica.



Las lipoproteinas se clasifican en 6 grupos basandose en su densidad relativa con respecto al agua:
quilomicrones (Qm), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, de Very Low Density
Lipoprotein), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, de Intermedie Density Lipoprotein),
lipoproteinas de baja densidad (LDL, de Low Density Lipoprotein), lipoproteinas de alta densidad
(HDL, de High Density Lipoprotein), y la lipoproteina(a) [Lp(a)] (Tabla 1). De acuerdo a su
densidad y a su composicion de apolipoproteinas, las HDL se han clasificado en HDL,a, HDL;b y
HDL; (densidad de 1.063-1.125 para HDL, y 1.125-1.210 mg/dL para HDL3), aunque HDL,a y
HDL;b tienen la misma densidad, las HDL;b tienen como principal apolipoproteina la A-I (apo A-

I). En cuanto a las LDL, 4 6 5 subclases han podido ser identificadas'”.

Tabla 1. Porcentajes de lipidos en las principales lipoproteinas'

LIPOPROTEINA DENSIDAD LIPIDOS | COL. TG. FL.
(g/mL) (%) (%) (%) (%)
Qm <1.006 98 4 90 6
VLDL 0.95-1.006 90 18 62 20
IDL 1.006-1.019 80 35 35 30
LDL 1.006-1.063 75 60 10 30
Lp (a) 1.050-1.12 65 60 10 30
HDL 1.063-1.210 50 36 14 50

COL: colesterol; TG: triglicéridos; FL: fosfolipidos; Qm: quilomicrones VLDL: lipoproteinas de muy baja
densidad; IDL: lipoproteinas de densidad intermedia; LDL: lipoproteinas de baja densidad; Lp (a):
lipoproteina (a); HDL: lipoproteina de alta densidad.




1.1. Proteinas asociadas a lipoproteinas

Las apoproteinas (o apos como comunmente se les abrevia), se unen a los lipidos mediante

interacciones no covalentes y sus funciones son: estructurales, ligandos de receptores y cofactores

de enzimas del metabolismo de lipidos. En el Tabla 2 se describen las diferentes apoproteinas y sus

caracteristicas.

Tabla 2. Caracteristicas de las principales apoproteinas

NOMBRE (1511\)’13) [mg/dL]* i FUNCION | LIPOPROTEINAS
Proteina
B-100 550 80-100 Higado estructural, ligando| VLDL, IDL, LDL
para receptor
; Proteina
B-48 250 <5 Intestino i Qm
B 34 6 Higado, mac_réfagos Ligando para Qm, VLDL, IDL,
y astrocitos receptor hepatico HDL
Proteina
A-l 28 00-150 | Intestino, e higado HBSE“;‘;‘;;L :g'm HDL, y Qm
de LCAT
A-ll 17 3050 | Intestino, higado | MO | HDLyQm
Transporte de
A-1V 46 5 Intestino apoproteinas entre HDL y Qm
lipoproteinas
; Activacion de
C-1 6.6 6 Higado LCAT HDL, VLDL, Qm
C-I1 8.9 3-8 Higado Activacion de LLP | HDL, VLDL, Qm
Inhibe LLP, y
modula la
C-II1 8.8 8-15 Higado captacion de HDL, y Qm

triglicéridos en los
remanentes

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: lipoproteinas de intermedia densidad; LDL: lipoproteinas de

baja densidad; Qm :

transferasa; LLP: lipasa lipoprotéica. * Concentracion en plasma.

quilomicrones; HDL: lipoproteina de alta densidad. LCAT: lecitina-colesterol-acil-



1.2. Enzimas asociadas al metabolismo de lipoproteinas

Varias enzimas son necesarias para el metabolismo de las lipoproteinas, influyen en la
concentracion de los lipidos; favoreciendo el transporte de lipidos (enzimas transferasas),
hidrélizando los lipidos (enzimas cataliticas), uniendo moléculas (enzimas ligasas) y en la oxidacion
de los lipidos (enzimas éxidorreductasas). En la tabla 3, se enlistan algunas de las caracteristicas de

éstas enzimas.

Tabla 3. Enzimas del metabolismo de lipoproteinas"“‘s'

NOMBRE FUNCION ORIGEN

Esterifica el colesterol libre de los tejidos periféricos y lo
LCAT Hepético
transporta a las HDL3

Hidroliza los triglicéridos de las lipoproteinas VLDL, LDL vy
LH Hepatico
HDLa2b.

= I o Tejido adiposo
Hidroliza los triglicéridos de VLDL y Qm utilizando C-II como
LLP Pared endotelial

cofactor.
Pulmon

Tiene accion antioxidativa protegiendo a las LDL de ser oxidadas _
PON ) _ Hepatico
por los radicales libres.

) o Tejido adiposo
Intercambia ésteres de colesterol por triglicéridos de HDLy, a
CETP Hepatico
VL.DL; IDL; LDL
Intestino delgado

3 e ) ) Intestino delgado
Transporta fosfolipidos y colesterol de lipoproteinas ricas en
PLTP Pancreas

triglicéridos hacia las HDL. )
Varios mas

LCAT: Lecitin: colesterol acil-transferasa; LH: Lipasa hepatica; LLP: Lipasa lipoprotéica; PON:

Paraoxonasa; CETP: Proteina transportadora de ésteres de colesterol.
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1.3. Metabolismo de las lipoproteinas

Las lipoproteinas se remodelan constantemente durante su transito por el plasma debido a cambios
en la composicion y concentracion de lipidos. Existen tres vias metabolicas para las lipoproteinas: a)

La via exdgena, b) La via endogena y ¢) El transporte reverso del colesterol.

a) Via exogena

Las grasas contenidas en los alimentos que ingerimos, no pueden ser absorbidas directamente por el
intestino, de modo que pasan al duodeno donde son catabolizadas generandose acidos grasos y
colesterol libre. Los acidos grasos libres pasan a los enterocitos del intestino delgado donde se
ensamblan con ta pequefas cantidades de colesterol y fosfolipidos, ademas de las apolipoproteinas
B-48, y A-l, formando Qm. Estos Qm pasan a los vasos linfaticos y finalmente a la circulacion. En
plasma, intercambian fosfolipidos y apoA-I porapoC-Il, apo-E y ésteres de colesterol con las HDLs.
La lipasa lipoprotéica, utilizando apoC-II como cofactor, hidroliza los triglicéridos de los Qm,
produciendo acidos grasosos libres que son utilizados como fuente de energia o de reserva, ademas
de remanentes de Qm. Estos remanentes son enriquecidos con ésteres de colesterol que proviene de
las HDL por accion de la CETP, posteriormente son captados por el higado a través del receptor del
remante o receptor de apo-E, para la posterior sintesis de lipoproteinas y acidos biliares 910 (Figura

2).
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Figura 2. Via exdgena 6 metabolismo de los quilomicrones. B-48, E, C-II, A-I: apolipoproteinas,
Tg: triglicéridos, EC: ésteres de colesterol, B/E: receptor para apolipoproteinas B/E, rQm:
remanente de quilomicrén, Qm: quilomicrén, HDL: lipoproteina de alta densidad, CETP: proteina

transportadora de ésteres de colesterol, LLP: lipasa lipoprotéica, AGL: 4cidos grasos libres.
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b) Via endégena

Las VLDL se sintetizan en el aparato de Golgi de los hepatocitos a partir del ensamblaje de acidos
grasos libres, glicerol, pequefias cantidades de colesterol y apoB-100; en el torrente sanguineo,
recibe apo-E y apoC-II de las HDLs. En circulacion, la VLDL es hidrolizada por la enzima lipasa
lipoprotéica, liberando acidos grasos que el cuerpo utiliza ya sea para la elaboracion de energia o
como de reserva. La enzima lipasa hepdtica sigue hidrolizando a la VLDL, convirtiéndola en una
particula mas pequeifia, de densidad intermedia (IDL). Estas IDL pueden seguir dos caminos: 1.-
pueden ser captadas por el higado a través del receptor apo-E/B, 2.- al pasar mas tiempo en la
circulacion, mas triglicéridos pueden seguir siendo hidrolizados por la LH, disminuyendo el tamafio

de la particula para finalmente convertirse en LDL* ' (Figura 3).

13



Tejidos
periféricos

Figura 3. Via endogena 6 metabolismo de VLDL. B-100, E, C-II: apolipoproteinas, EC: ésteres de
colesterol, Tg: triglicéridos, VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, IDL: lipoproteina de
densidad intermedia, LDL: lipoproteina de baja densidad, LLP: lipasa lipoprotéica, LH: lipasa

hepatica, CETP: proteina transportadora de ésteres de colesterol, AGL: acidos grasos libres.
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¢) Transporte reverso del colesterol

Este proceso es también conocido como metabolismo de HDL (Figura 4) por este medio se
transporta hacia el higado casi el 80% de colesterol provenientes de las células periféricas''. Las
HDL se sintetizan en el higado e intestino delgado, y son secretadas a la circulacién en forma d;:
HDL nacientes 6 discoides; éstas pueden formarse como resultado de la interaccion de membranas
plasmaticas con apo-Al que es secretada junto con pequefias cantidades de fosfolipidos y colesterol
libre. La enzima LCAT localizada en la superficie de la HDL naciente esterifica el colesterol de
células periféricas que al incorporarse al nucleo de la particula aumenta el tamafio, pasando a ser una
HDL,, enriquecida de ésteres de colesterol. El colesterol esterificado puede seguir dos rutas: 1) ser
eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el que interviene el receptor
hepatico SR-BI o, 2) por la accion de la CETP ser intercambiado por TG provenientes de las
lipoproteinas que contengan apo-B (VLDL, IDL, LDL) "',

Ademas de los lipidos hidrofébicos, los fosfolipidos de las HDL también son transferidos hacia las
VLDL por la proteina de transporte de fosfolipidos (PLTP)". Los triglicéridos de las HDL,
provenientes de las lipoproteinas ricas en triglicéridos son entonces hidrolizados por la lipasa
hepatica. Esta hidrolisis en asociacion con la actividad PLTP, disminuye el tamafo de las HDL

transformandolas en HDL; y en particulas pre-B1 que pueden reiniciar el ciclo de captacion de

colesterol.

15
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Figura 4. Metabolismo de HDL ¢ transporte reverso del colesterol. E, A-I: apolipoproteinas, SR-BI:
receptor scavenger, EC: ésteres de colesterol, Col: colesterol libre, VLDL: lipoproteina de muy baja
densidad, IDL: lipoproteina de densidad intermedia, LDL: lipoproteina de baja densidad, HDL:
lipoproteina de alta densidad, LH: lipasa hepatica, PLTP: proteina transportadora de fosfolipidos,

CETP: proteina transportadora de ésteres de colesterol, LCAT: lecitina colesterol acil transferasa.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Factores de riesgo de enfermedad arterial coronaria

Varios estudios epidemioldgicos desarrollados en los ultimos 50 afios han identificado numerosos
factores de riesgo coronarios (FRC) que participan en la etiologia de las enfermedades
cardiovasculares. Estos factores se pueden dividir en 2 tipos: a) modificables: dislipidemia,
tabaquismo, hipertension arterial, diabetes mellitus, y b) no modificables: edad, género e historia
familiar de aterosclerosis'>. Unos de los principales factores de riesgo coronario que mas se han
estudiado son las dislipidemias. El término se refiere a cualquier alteracion en las concentraciones
de lipidos en la sangre. En 1967 Frederickson y Levy' propusieron clasificar a las distintas
dislipidemias en cinco fenotipos, en 1976, la Organizacion Mundial de la salud (OMS) la actualizo,
con base en la concentracion de colesterol y triglicéridos, sin tener en cuenta las concentraciones de
colesterol de HDL (a sabiendas que bajas concentraciones de C-HDL son un factor para desarrollar
enfermedad arterial coronaria), razén por lo cual tiene ciertas deficiencias, ademéas de omitir la

etiologia de las dislipidemias. Sin embargo, €sta clasificacion sigue siendo util en la practica clinica.

2.2. Lipoproteinas y aterosclerosis

El estudio detallado de los mecanismos aterogénicos ha llevado a descubrir el papel etiolégico de las
lipoproteinas en la aterosclerosis. Mediante varios estudios epidemioldgicos, clinicos y de biologia
molecular se ha demostrado que el colesterol es parte fundamental en la patogénesis de la
aterosclerosis'®. Por ejemplo, en el estudio de Helsinki'®, Framinham'® y el de PROCAM"’, las
concentraciones de colesterol total y colesterol de LDL se asociaron directamente con la incidencia
de cardiopatia aterosclerosa, mientras que el colesterol de HDL se asocié inversamente con esta
enfermedad.

De acuerdo con la OMS, la aterosclerosis es una enfermedad multifactorial consistente en lesiones

17



de la intima arterial causada por los diferentes factores de riesgo, como el exceso de colesterol, el
tabaquismo, bajas concentraciones de C-HDL, hipertension, diabetes, concentraciones elevadas de
homocisteina, sindrome plurimetabdlico y sedentarismo'® En las arterias sanas, la superficie de la
intima esta constituida por un fino revestimiento de células endoteliales, que descansan sobre una
membrana basal por debajo de la cual se encuentra el llamado espacio subendotelial, que representa
el escenario principal del proceso aterogénico. A pesar de su aspecto aparentemente inerte, el
endotelio se encarga de funciones importantes como el mantenimiento del tono vascular, la
produccion de moléculas antitrombdticas y el control de la permeabilidad de la pared arterial de las
moléculas y células circulantes'”.

Los eventos que se llevan a cabo durante la aterosclerosis, se han estudiado en modelos animales,
principalmente en conejos y roedores. Actualmente se acepta que el primer paso de la aterogénesis,
después de una dieta rica en grasas y colesterol, es la acumulacion de lipoproteinas en el espacio
subendotelial, especialmente en sitios como las bifurcaciones arteriales y en las superficies
divisorias del flujo sanguineo. La internalizacion de LDL hacia la intima, se realiza de forma pasiva
a través de las uniones que hay entre una célula endotelial y otra. Un hecho trascendental en la
formacion de la placa aterosclerosa es la oxidacion de los lipidos. La retencion de las lipoproteinas
en la pared arterial involucra interacciones de las lipoproteinas que contienen apo-B y
proteoglicanos de la matriz extracelular. Las LDL sufren modificaciones oxidativas como resultado
de la interaccion con elementos pro-oxidantes como la enzima 12/15 lipoxigenasa la cual inserta
oxigeno en los acidos grasos. En la intima, las LDLox son reconocidas y capturadas en grandes
cantidades por monocitos, los cuales se diferencian en macréfagos y posteriormente en células
espumosas secretoras de sustancias quimioatrayentes que promueven la migracion de células
musculares lisas de la capa media, hacia el espacio subendotelial, donde bajo la influencia de éstas
mismas sustancias proliferan y cambian su fenotipo, pasando de ser células contréctiles a células

secretoras de sustancias quimiotoxicas. De igual forma las células espumosas elaboran sustancias
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que llegan a las células endoteliales para producir moléculas de adhesion como integrinas y
selectinas ademas de factores de crecimientos de leucocitos. La moléculas de adhesion por un
mecanismo de anclaje, unen a leucocitos situados en la pared arterial para internalizarlos. En la
intima, los linfocitos T interaccionan con células espumosas, estimulando la produccion de
sustancias pro inflamatorias como el interferén gama (IFN-y). Con el tiempo las placas se hacen mas
duras y fibrosas, iniciando el engrosamiento de la pared vascular y aumentando el grado de la
obstruccion de la luz arterial.

En las lesiones avanzadas se puede llegar a dar la ruptura de la placa, aunque estudios patolégicos
indican que esto depende en gran parte de la composicion y vulnerabilidad de la placa, mas que de la
severidad de la estenosis. Las capas vulnerables generalmente son delgadas y presentan una elevada
concentracion de células pro-inflamatorias. Lo que trae como consecuencia que macréfagos que
producen varias enzimas como: proteasas y colagenasas, degraden a la placa, llevando a la ruptura
de la misma, dando inicio la cascada de coagulacion, seguido de la formacion del trombo que puede
llegar a ocluir el flujo sanguineo, resultando todo esto en un infarto al miocardio o dafio cerebro-
vascular'®2’,

En México, las enfermedades cronico degenerativas en las ultimas dos décadas han ido en aumento.
El ultimo reporte de la Secretaria de Salud indica que actualmente las enfermedades del corazén
ocupan la primera causa de defuncion en el Distrito Federal con una tasa de 107/100,000 habitantes

para 1997 y de 100/100,000 para 1998. Su morbimortalidad supera en mucho a otras enfermedades

- - ’ . . . . 2]
cronicas como el cancer, la diabetes mellitus o los padecimientos renales o pulmonares™ .

2.3. CETP

La proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP, por sus siglas en ingles) es una

glicoproteina con alta concentracion de aminodacidos hidrofébicos (casi 44%), y con un peso
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molecular de aproximadamente 74,000 daltons. El gen estd localizado en el brazo largo del
cromosoma 16, en la posicion ql2-21, consta de 16 exdénes y 15 intrones y juntos tienen
aproximadamente 25 Kb de DNA genémico El ¢cDNA de la CETP tiene 53,000 pb, ésta
disminuciéon en tamafno con respecto al tamafio del gen pone de manifiesto que existen
modificaciones post-transcripcionales antes de dar origen a la proteina de 476 aminoécidos®.

En el humano, los 6rganos con el contenido mas alto de RNAm de CETP son el higado, el bazo, y el
tejido adiposo, aunque también, se ha encontrado en menor cantidad en intestino delgado, glandulas
adrenales, rifién, y corazén. En varias especies animales, el tejido que mas CETP sintetiza es el
tejido adiposo™.

En el plasma, la CETP circula principalmente unida a HDL, intercambiando lipidos neutros
(triglicéridos, ésteres de colesterol, y ésteres de retinol), y fosfolipidos, entre las lipoproteinas™. Atn
se desconoce como se une la CETP con el éster de colesterol y como es que ésta lo transfiere de las
HDL alas VLDL, IDL y LDL, sin embargo, existen datos que sugieren un acarreo selectivo ya que
la CETP, al parecer, tiene sitios de unidn tanto para ésteres de colesterol como para triglicéridos, y
fosfolipidos®" (Figura 5). Son varias las evidencias que apoyan esta hipétesis, por ejemplo, la union
de los aminoacidos hidrofobicos a lipidos neutros y fosfolipidos™, la alta estabilidad del complejo
CETP-fosfatidilcolina en la superficie de las lipoproteinas, el cual depende de un delicado balance

hidréfobo y electrostatico, producto de las diferentes concentraciones de sales™ .
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Intercambio de lipidos por CETP

Arteria

Figura 5. Mecanismo de intercambio de ésteres de colesterol (EC) por triglicéridos (Tg) mediado
por la proteina trasportadora de ésteres de colesterol (CETP) entre las lipoproteinas de alta (HDL),

baja (LDL) y muy baja densidad (VLDL).

2.4 Regulacion del gen para CETP

La utilizacion de varios modelos animales ha sido necesaria para poder entender los mecanismos por
los cuales se regula la expresion de este gen. Una observacion comin en todos estos estudios, es que
la concentracion del RNAm, la actividad y la masa de CETP se incrementa en el animal

23,21 imilar a lo observado en

experimental con una dieta alta en colesterol y en grasas saturadas
humanos, las concentraciones plasmaticas de CETP presentan cambios en respuesta a variaciones a
la ingesta de colesterol*”. También, utilizando diferentes lineas celulares a las que se les incubé en
presencia de colesterol, se ha observado un incremento del RNAm de CETP, sin embargo, estos
estudios tienen ciertas limitaciones, ya que aunque una amplia variedad células poseen la capacidad
de secretar CETP, el significado fisiologico es incierto, ya que en algunos casos los valores de

actividad son extremadamente bajos™.
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Las causas por las cuales la CETP es sintetizada en respuesta a una dieta rica en colesterol o grasas
no esta muy clara, sin embargo, experimentos en los que se ha examinado la regulacion del gen en
ratones transgénicos que expresan la CETP humana junto con sus regiones adyacentes, las cuales
contienen informacion en pares de bases suficiente para tener una expresion.similar a la CETP
nativa humana, han mostrado que con una dieta alta en colesterol, la sintesis del RNAm de CETP

2 En contraste con estos resultados, ratones

hepético, se incrementa de 4 a 10 veces mas
transgénicos en los cuales la expresion del gen de CETP es controlada por otro promotor diferente al
natural, no muestran aumento en la sintesis del RNAm, masa o actividad de CETP. Estos resultados
apuntan a que el incremento del RNAm hepatico de CETP, asi como su concentracion en plasma,
inducido por una dieta alta en colesterol, es en gran parte mediado por el incremento en la
transcripcion del gen de la CETP. Ademas, el incremento en la transcripcion, requiere forzosamente
las secuencias naturales que flanquean al gen de la CETP humana, lo que sugiere que estas regiones
presentan un elemento de respuesta al colesterol, que media el incremento en la transcripcion del
gen en respuesta a alteraciones en la dieta de colesterol®®.

La actividad fisica, se ha reportado que se encuentra asociada con un decremento en la
concentracion plasmatica de CETP; este decremento pudiera estar dado por una disminucién en la
concentracion del tejido adiposo, ya que es en este tejido donde se lleva a cabo la mayor sintesis de
CETPZ.

Ademas de la hipercolesterolemia y la actividad fisica, la concentracion de CETP es también
alterada por hormonas esteroides y drogas estimulantes. Se ha reportado que la actividad de CETP

A : 5 29 . 7
se incrementa durante el primer trimestre del embarazo™. Mientras que el farmaco probucol se ha

asociado con un incremento de CETP en plasma.
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2.5. CETP y su relacion con la hipoalfalipoproteinemia

La hipoalfalipoproteinemia se define como concentraciones plasmaticas de C-HDL por debajo de la
décima percentila ajustada por la edad y sexo del sujeto. Las causas de niveles bajos de C-HDL atin

no se conocen con certeza’ , aunque se ha observado que los factores hereditarios desempefian un

10.3% 1o se han identificado la o las

papel importante en el desarrollo de la hipoalfalipoproteinemia
proteinas directamente involucradas en la dislipidemia. En este sentido, las deficiencias de factores
plasmaticos que intervienen en la remodelacion de las HDL son el origen mas probable de las
hipoalfaliproteinemias®".

Entre los factores plasmaticos de remodelacion de las HDL, destacan las proteinas y enzimas de
transporte que intervienen en el transporte reverso del colesterol. En primer lugar, los niveles
plasmaticos de C-HDL estan regulados por la CETP en el humano. Se ha observado que la
deficiencia de CETP o la disminucién de su actividad, provoca un incremento en las
concentraciones plasmaticas de C-HDL, por el contrario, mayor actividad de CETP provoca una
disminucién en la concentracion de C-HDL*?,

Se sabe que la CETP es importante en el transporte reverso del colesterol, sin embargo, existe
controversia en si sus funciones favorecen o no la aterogénesis. Por ejemplo, la CETP tiene un papel
central en el catabolismo del colesterol depositado en las placas aterosclerosas al modular su
transporte de regreso al higado, por lo tanto tiene un papel antiaterogénico”. Sin embargo, en
ratones transgénicos que sobrexpresaron la proteina CETP de simio, al ser tratados con una dieta
rica en colesterol, resultan tener mas aterosclerosis que los controles que no la expresarén.*

Los datos obtenidos en el estudio del corazon de Honolulu (Honolulu heart study) indicarén que
cuando la deficiencia de CETP se asocié con una concentraciéon de C-HDL de 40 a 60 mg/dL, el

riesgo de desarrollar enfermedad arterial coronaria es mas alto que cuando se compara a sujetos con

concentraciones similares de C-HDL, pero con CETP normal. Ademas, en este mismo estudio se
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observo que en sujetos con concentraciones de C-HDL mayores a 60mg/dL, el riesgo de desarrollar
enfermedad coronaria fue bajo, independientemente de la presencia o ausencia de CETP. Estas
observaciones apoyan la idea de que una deficiencia de CETP puede ser pro-aterogénica si se
acompaifia con una modesta concentracion de C-HDL. Por el contrario, si la deficiencia de CETP es
acompafiada por un incremento mas substancial en las concentraciones de C-HDL, los efectos de
este incremento, poden tener un efecto anti-aterogénico™ .

Los modelos de ratones modificados genéticamente a los cuales se les injerta el gen de la CETP
humana para su posterior manipulacion, se han criticado fuertemente por el hecho de que los
animales presentan perfiles lipidicos muy alterados, con concentraciones de lipidos de hasta diez
veces mas altas que las de un raton normal. Ademas, esta especie tiene un metabolismo diferente al
del humano; carece de CETP y su apo A-II no forma dimeros. Por lo tanto, extrapolar los resultados
obtenidos en animales al humano resulta muy aventurado *°,

Varias mutaciones han sido reportadas para del gen de la CETP, relacionadas con la perdida total o

8 s Bt . 394
3 o con la sustitucion de una base ya sea en un intréon o un ex6n’” *°. Una de

parcial de la proteina’”
las variantes identificable por la enzima de restriccion 7aq !B, se encuentra localizada en el intrén 1
del gen de la CETP, especificamente en el nucleétido 277. La enzima genera dos alelos, el alelo Bl
y B2, producto de la sustitucion de una guanidina por una adenina. La combinacion de estos dos
alelos da como resultado tres fenotipos, un homocigoto B1, un heterocigoto B1B2, y un homocigoto
B2 (Figura 6). En poblaciones caucdsicas las variantes identificadas por la 7aq/B, las han asociado
tanto con la concentracion como con la actividad de CETP, con la concentracion de apo A-I'y de C-
HDL*"*. Existen varias evidencias de que personas que son portadoras del alelo B1B1, la actividad
CETP esta elevada y la concentracion de colesterol en HDL se encuentra disminuida si se les

compara con personas que poseen el genotipo B1B2 y B2B2***. El mismo patrén de asociacion se

: o 45
ha encontrado en poblaciones asiaticas™ .
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La magnitud del efecto del polimorfismo sobre la actividad, la concentraciéon de CETP y la
concentracion de los lipidos en especial de C-HDL, varia entre una y otra poblacion, lo que

demuestra claramente que existe un efecto desigual.

GG=B1BlI
GA=BIB2
AA=B2B2

GP»A
TaqlB

JJLI HHHI H-+HHH-

1011 121314 15 16

Figura 6. Esquema del gen de la CETP, La flecha indica la localizacién del intr6n 1 y sus variantes
en funcion de la endonucleasa de restriccion 7ag/B. El genotipo B1B1 presenta dos guanidinas (G),
el B1B2 presenta la sustitucion de una guanidina por una adenina (G—A), mientras que el genotipo

B2B2 presenta la sustitucion de las dos guanidinas por adeninas.
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II1) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientes estudios en la poblacion mexicana han informado que factores de riesgo como: la
obesidad®®, y las distintas dislipidemias, entre ellas la hipoalfalipoproteinemia (HA)Y, son muy
frecuentes en nuestra poblacion. Se piensa que la HA tiene un trasfondo genético, ya que en estudios
realizados en sujetos con similar carga genética, pero en medio ambiente diferente, como los
México-Americanos, presentan valores de C-HDL parecidos a los de la poblacion mexicana. Estas
observaciones sugieren la participacion de factores genéticos y no ambientales en la elevada
prevaléncia de hipohalfalipoproteinemia entre la poblacion mexicana. Se ha sugerido que la
hipohalfalipoproteinemia en mexicanos es secundaria a la hipertrigliceridemia y obesidad, que
caracterizan a nuestra poblacion, sin embargo, en un estudio llevado acabo recientemente en la
poblacion mexicana'’, se encontrd que 50% de la hipohalfalipoproteinemia es explicada por la
hipertrigliceridemia, y el otro 50% pudiera resultar de la coexistencia de otros factores como el
estilo de vida y genéticos.

Asi mismo, analisis multivariados han mostrado que el genotipo CETP-Taq/B se ha asociado de
manera independiente a los valores de C-HDL en distintas poblaciones*” *. Por esta razon, se
considera relevante estudiar el polimorfismo de la CETP y su asociacion con los valores de lipidos,

en nuestra poblacion.
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IV) OBJETIVOS DEL PROYECTO

(98]

Implementar un método basado en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
obtencién de fragmentos de restriccion con la enzima TaqlB.

Determinar la frecuencia de las variantes polimorficas del intrén 1 del gen de la CETP en una
muestra obtenida en poblacion de la Ciudad de México.

Investigar la asociacion del polimorfismo del gen de la CETP con las concentraciones de

colesterol total, colesterol en HDL, en LDL vy triglicéridos.

Averiguar si existe una asociacion entre el polimorfismo de la CETP y algunos factores de

riesgo para desarrollar EAC.

V) HIPOTESIS

1.

El andlisis del polimorfismo Taq/B del gen de la CETP, presenta un gradiente de asociacion de
los genotipos BI1BI, BIB2 y B2B2 con las concentraciones de C-HDL, siendo el genotipo BIB1
el que mas se asocia con las concentraciones bajas de C-HDL.

Si las concentraciones de C-HDL son bajas en la poblaciéon de la Ciudad de México, entonces

encontraremos una alta frecuencia del alelo B1.
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VI) MATERIAL, METODOS Y PROCEDIMIENTO

1) MUESTRA POBLACIONAL

Se estudiaron 219 sujetos adultos, 53 hombres y 166 mujeres de entre 40+10 afios de edad,

habitantes de la Ciudad de México que aceptaron participar voluntariamente en el estudio.

2) TIPO DE ESTUDIO
Se realizé un estudio transversal observacional del tipo descriptivo, los sujetos se agruparon por el

genotipo de CETP-TaqlB.

3) ANALISIS DE LABORATORIO

Después de 10 h. de ayuno, con el paciente en posicion sedente por 20 minutos y evitando la estasis
venosa (menos de un minuto), se tomé una muestra de 10 ml de sangre en tubos con EDTA
(1mg/ml). El plasma se separ¢ por centrifugacion a 2500 r.p.m. por 20 minutos. La concentracion de
CT, y TG, se determin6 por métodos enzimaticos (Boehringer Mannheim), en un autoanalizador
Hitachi 705. Las concentraciones de colesterol de HDL se midieron después de precipitar a las
lipoproteinas que contenian apoB con fosfotugsnato-MgCl,*. Los valores de las lipoproteinas de
baja densidad se calcularon empleando la formula de Friedewald modificada por DeLong®. Todas
las mediciones se realizaran bajo estricto control de calidad, mediante la participacion del
laboratorio de Lipidos del Instituto Nacional de Cardiologia en el Programa de Estandarizacion de
Lipidos del CDC (Center for Disease Control and Prevention), de Atlanta Georgia, EUA. Para que
un laboratorio sea certificado y avalado por este centro, los coeficientes de variaciones en los

reportes no deben ser menores de 4%.
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a) Extraccion de DNA
El DNA se obtuvo de leucocitos por el método de expulsion salina modificado™. El paquete celular
de 10 ml de sangre se coloco en un tubo conico de S0 mL, se agregaron 40ml de buffer de lisis de
células rojas (SLR 1X), (apéndice A), se mezclé suavemente por inversion durante un minuto y se
centrifugd a 1200 r.p.m. durante 10 minutos, se elimino el sobrenadante y el paquete de células
blancas se resuspendié nuevamente con 20 mL de SLR 1X para la segunda centrifugacion a 1200
r.p.m. durante 10 minutos. El sobrenadante se desechd y el paquete de células blancas se
resuspendio en 160 pL. de buffer de proteinasa K 5X (ver apéndice A), 60 uL de proteinasa K (10
pg/pL), 50 pl. de SDS 20%, y 260 pLL de agua bidestilada, se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5
mL e incubd toda la noche a 37°C. Después de la incubacidn, se afiadieron 240 pl. de NaCl 5 M, se
mezcld por 15-20 segundos, y se centrifugé a 14 000 r.p.m. durante 10 minutos, se recuperé el
sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le adicionaron 900 pL de etanol al 95%, el tubo
se invirtio repetidas veces durante un minuto. Cuando se observé un precipitado de color blanco se
centrifugd a 14 000 r.p.m. por 5 minutos, se desecho el sobrenadante y la pastilla que se formé se
lavo con 900 pL de etanol al 75%, se centrifugé de nuevo a 14 000 r.p.m. por 1 minuto. Se desecho
el sobrenadante por decantacion y el DNA se sec6 en una camara a 37° C. Posteriormente, se
resuspendié en 100 pl de agua inyectable. La concentracion de DNA se determind por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. La pureza se determiné por el cociente 260
nm/280 nm. (La relacién para un DNA puro oscila entre 1.5-1.7).
Férmula para determinar la concentracion de DNA:

pg/mL 6 ng/pul de DNA = (abs. a 260) (factor de dilucién) (50)*

* 50 es una constante para los acidos nucléicos de cadena doble.

74}
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b) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) es una técnica usada en
estudios de biologia molecular y genética para reproducir fragmentos especificos de DNA. Este
método se basa en la capacidad de una enzima polimerasa para unir bases nitrogenadas a una cadena
de DNA. Para que la enzima inicie su funcion, la enzima debe reconocer un segmento u oligdmero
de 20 a 25 bases nitrogenadas de cadena simple de DNA, estas secuencias se conoce como
iniciadores y flanquean el segmento de DNA que se desea amplificar tanto en el extremo 3" como en
el 5°. La finalidad de amplificar un segmento especifico de DNA por medio de esta técnica es la
obtencion de millones de copias del fragmento de interés.

La amplificacion se llevé acabo usando, 50 pmol de cada iniciador con la secuencia:
5-CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCC-3’

3"-CTGACGCCAGCCGCACACTAAC-5’

descritos por Fumeron 31200 uM de dNTPs, 1.5 mM de MgCL, , 0.5 U de la enzima Taq-
polimerasa (Boehringer Cat. No. 2544) y 800 ng de DNA gendmico en un volumen final de 50 pL.
(Apéndice B). La PCR se realiz6 en un termociclador (Techne mod. 62-6027) con la siguiente
secuencia: desnaturalizacion por 5 minutos a 95°C, 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30

segundos de alineamiento a 60°C y 1 minuto de elongacion a 72°C (30 ciclos), finalmente se realizo

un paso de elongacion de 8 minutos a 72°C.

¢) Verificacion de la amplificacién

Los 4cidos nucléicos pueden ser analizados por electroforesis debido a que en pH neutro, los grupos
fosfato les confieren una carga neta negativa. Esta carga eléctrica hace que en un campo eléctrico el
DNA migre en direccion al polo positivo, si ademas, los acidos nucléicos se hacen migrar en un gel

de agarosa, las moléculas mas pequenas migran mas rapido que las grandes separandose segun su
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tamano.

En este estudio para verificar que el segmento de DNA de interés haya amplificado y que este era

del tamafio correcto, el producto de la PCR se analiz6 en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TBE

0.5 X (Apéndice C).

d) Digestion del producto de la PCR con la enzima TaqlB

Las enzimas de restriccion son enzimas que cortan el DNA en secuencias especificas de
aproximadamente 5-6 pares de bases, se unen a la doble cadena de DNA, llevando acabo la
hidrolisis de los enlaces covalentes entre el grupo fosfato de un nucledtido y la ribosa del nucleétido
contiguo, generando fragmentos de DNA. Muchas de estas enzimas, actian en secuencias
palindrémicas, es decir, secuencias que tienen el mismo marco de lectura en direccién 3’ 0 5.

Del producto de la PCR, 12 pL del DNA fueron colocados en un tubo eppendorf de 0.5 mL, se
agregaron 0.5 pL de la enzima Taq/B (Boehringer de 10 U/pL) y 1.0 pLL del amortiguador 10X de la
enzima (Apéndice D). Se homogenizé y se incubd por 3 h a 60°C. Esta enzima de restriccion es

especifica para la secuencia palindromica T/CGA.

e) Verificacion del genotipo

El tamaiio de los productos de la digestion fue identificado, mediante electroforesis en un minigel de
agarosa al 3% con buffer TBE 0.5X (apéndice E). Si en una muestra, la enzima generd fragmentos
de 350 y 180 pb se asigno el genotipo B1, y si la enzima no gener6 ninglin fragmento se le asigno el

genotipo B2. El genotipo se documento mediante fotografia de cada gel.
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VII) ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion de las caracteristicas antropomeétricas y fisiologicas entre los grupos, se hizo por
Analisis de Varianza paramétrico (ANOVA), empleando la prueba de LSD (least significant
difference) para conocer la diferencia entre los grupos. Se empleo un analisis de covarianza de un
factor (ANCOVA) para ajustar los datos de las variables confusoras como: obesidad, indice de masa
corporal y edad. De igual forma, se hizo un ANCOVA de un factor separando por sexo, ajustando
las mismas variables confusoras. Con el objeto de determinar la asociacion del polimorfismo 7aqlB
con las prevalencias de los distintos factores de riesgo, se empleo la prueba de %°. Se calculé el
riesgo relativo de hipoalfalipoproteinemia para cada genotipo. Todas las variables se expresaron
como media = EE. Cuando la probabilidad de que la diferencia debida al azar fuera menor de 5%
(p< 0.05) se consider6 significativa. El analisis estadistico de los datos se hizo con el paquete

estadistico SPSS version 9.0.
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VIII) RESULTADOS

La figura 7 ilustra el patron electroforético caracteristico de los productos de la restriccion del intrén
1 del gen de la CETP. En la muestra 1 y 7 se observa la migracion del fragmento de restriccion
obtenido en un homocigoto B1B1, una banda de 350 pb y otra de 180 pb, producto de la digestion
de ambos alelos con la enzima 7TaqlB; en las muestras 2, 3, 5 y 6 se observa un heterocigoto B1B2,
bandas de 530, 350 y 180 pb, la enzima reconocid el sitié de corte solamente en uno de los dos
alelos, mientras que en la muestra 4 se observa un heterocigoto B2B2, una banda de 530 pb como
resultado de que la enzima no reconocié ningtn sitio de corte en los alelos. En el carril 9 se deposito

el estandar de DNA con el cual se determind el tamaiio de los fragmentos de restriccion.

5307 s
394 pb
350 pb 298 pb
234/220 pb
180 pb 154 pb

Figura 7. Electroforesis al 3% en gel de agarosa. Las bandas corresponden a los productos del

amplificado de la PCR y de la restriccion de los mismos por la enzima 7aqB.
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Las caracteristicas antropométricas y fisiologicas de los 219 sujetos agrupados por sus genotipos de
la CETP-Taq 1B se muestran en la tabla 4. No se encontraron diferencias estadisticas en los valores
promedio de la edad, IMC, relacién cintura/cadera, presion arterial sist6lica y diastdlica, entre los
tres genotipos. La frecuencia de los alelos Bl y B2 en el grupo total fue de 0.48 y 0.52,

respectivamente.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los sujetos estudiados por genotipo CETP-TaqIB.

Genotipo

BIBI B1B2 B2B2 p
N 32 145 42 ns
Edad (Afos) 42.3%1.6 40.0+0.8 39.4%1.5 ns
IMC (Kg/m®) 27.0£0.8 25.740.3 26.6£0.6 ns
P. cin/cad (cm) 0.84+0.07 0.83+0.07 0.82+ 0.07 ns
PAS (mm Hg) 114.9+2.6 114.0£1.0 111.1+1.8 ns
PAD (mm Hg) 75.8+1.6 77.240.8 74.51.5 ns

Los valores expresan la mediatEE. IMC: indice de masa corporal; P. cin/cad: perimetro cintura/cadera; PAS:

presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastolica. El valor de p fue calculado mediante un andlisis de

varianza.

En cuanto a la determinacion de los lipidos, estos se mantuvieron por debajo del margen de error
que establece el CDC que es menos del 4% de variacion, de tal forma que los coeficientes de
variacion intra ensayo para CT, TG, y C-HDL fueron 1.1%, 0.62%, y 1.14%, y los coeficientes de
variacion inter-ensayo de 3.05%, 2.5%, y 3.7% respectivamente. En la tabla 5, se muestran las
concentraciones de lipidos y lipoproteinas por genotipo. Los valores medios de CT, C-LDL y de C-
HDL tienden a ser mas elevados en los portadores del genotipo B2, pero solo la concentracion de

CT y el C-LDL alcanzaron diferencias significativas.
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Taba 5. Lipidos y lipoproteinas de los sujetos estudiados por genotipo CETP-TaqlB.

Genotipo
BIBI BI1B2 B2B2 p
N 32 145 42
TG (mg/dL) 111.0£2.1 111.8+0.8 104.6+1.8 ns
CT (mg/dL) 165.2+5.4 180.3£2.5 190.5+4.7 0.014*
C-LDL (mg/dL) 108.1+5.1 118.1+2.4 125.9+4 4 0.03*
C-HDL (mg/dL) 41.1+£1.9 44.6+£0.9 45.6%1.6 ns

Los valores expresan la mediazEE. TG: Triglicéridos; CT: Colesterol total; C-LDL, Colesterol de

lipoproteinas de baja densidad; C-HDL, Colesterol de lipoproteinas de alta densidad. *ANCOVA ajustada

por IMC, TG y sexo.

El perfil de lipidos y lipoproteinas por genotipo de la Tag/B por sexo se muestra en la Tabla 6. Se

encontr6é que en los tres genotipos, las concentraciones de CT, TG y C-LDL fueron menores en las

mujeres que en los hombres. Después de controlar por IMC y TG el analisis de ANCOVA mostro6

diferencias significativas en CT y C-LDL s6lo en las mujeres (p<0.05), mientras que el colesterol de

HDL fue igual en los tres genotipos. Aunque la concentracion de colesterol de esta lipoproteina fue

mayor en las mujeres que en los hombres, entre los genotipos de ambos sexos no hubo diferencias

significativas.
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Tabla 6. Valores medios de lipidos y lipoproteinas segiin sexo y genotipo CETP-TaqlB.

Mujeres Hombres
B1BI B1B2 B2B2 p BIBI B1B2 B2B2 p
n 23 109 34 9 36 8 n
TG 105.6£9.5 105.1£6.3 101.3£7.4 ns 155.0£10.9  151.84£2.7 140.1+13.2 ns
CT 163.3+6.5 179.3£3.4 187.5£5.8 0.01* |193.8%4.2 186.0£1.1 198.4+5.1 ns
C-LDL 104.945.5 116.943.0 124.844.9 0.02* |132.543.6 123.1£0.8 135.0+4.4 ns
C-HDL 41.5£2.0  45.6x1.2 46.5¢1.7 ns 36.343.5 38.8+1.7 39.31£1.4 ns

Los valores expresan el promedio £+ EE en mg/dL. TG: triglicéridos; CT: Colesterol total; C-LDL:
Colesterol de lipoproteinas de baja densidad; C-HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad. El valor

de p fue calculado mediante un analisis de covarianza ajustado por IMC y TG.

Para conocer si el genotipo se encontraba asociado a alguno de los otros FRC, se hicieron cohortes
entre las variables; los criterios para hacer éstos cohortes fueron tomados de un estudio previo
llevado acabo en la poblacién mexicana®®, quedando de la siguiente manera: hipertensién arterial
(HTA) fue definida como aquellas personas que tuvieran una presién arterial sistolica/diastolica
mayor de 140/90 mmHg; la obesidad si el IMC fue mayor de 25 kg/m?; diabetes mellitus (DM) con
una glucosa mayor de 120 mg/dL; hipoalfalipoproteinemia (HA) con una concentracion de C-HDL
menor de 35 mg/dL; hipertrigliceridemia (HT) que tuvieran una concentracion triglicéridos mayor
de 200mg/dL; e hipercolesterolemia (HC) que tuvieran una concentracion C-LDL mayor de 160
mg/dL. Las prevalencias de factores de riesgo por genotipo en el grupo total se muestran en la tabla
7. El factor de riesgo coronario mas frecuente en los tres genotipos fue la OB, le siguié la HA y
después la HT. Dado que en unos factores de riesgo existieron menos de 5 individuos por genotipo,

se excluyeron para el anélisis estadistico, de tal forma que solo la OB y la HA fueron tomados en

cuenta.
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Tabla 7. Prevalencia de factores de riesgo segiin genotipo de CETP-TaqlB.

Genotipo HTA OB DM HA* HT HC
BIBI 9 37 3 34 12 9
B1B2 1 31 4 22 11 10
B2B2 2 40 2 11 4 11

Los datos representan el porcentaje de sujetos por genotipo. HTA: hipertensién arterial; OB: obesidad,

DM: diabetes mellitus; HA: hipoalfalipoproteinemia, HT: hipertrigliceridemia, HC:hipercolesterolemia
(C-LDL >160 mg/dL). * x> =10.9, p< 0.05.

El analisis de % realizado para investigar si existian diferencias en las prevalencias de los FRC por
genotipo, mostré que sélo en la HA hubo diferencias significativas (x> =10.92, p<0.05) figura 8A.
En la figura 8B se muestra la prevalencia después de excluir a los obesos e hipertrigliceridémicos
(HA primaria). En ambos casos la tasa de HA fue mayor en los homocigotos B1 que en los

heterocigotos y homocigotos B2 (21% vs. 9 y 8% respectivamente) (x°= 7.36, p<0.05).

P <0.05

35 - l | P<0.01
% de HA _ % de HA

BIB1 B1B2 B2B2 BIB1 B1B2 B2B2
A) HA en el grupo total B) HA aislada

Figura 8. Hipoalfalipoproteinemia por genotipo en adultos del Sur de la Ciudad de México.
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Por otra parte, ya que los androgenos, tienen efecto sobre las concentraciones de lipidos y
lipoproteinas, principalmente sobre el C-HDL, en los siguientes andlisis, se excluyeron las mujeres
con edad mayor de 50 afios por que se considero que pudieran sesgar la interpretacion de los
resultados. También ya que el nimero de sujetos del sexo masculino que aceptd participar en el
estudio fue menor que el de las mujeres, se excluyeron a todos los hombres. Por esta razon el
namero de mujeres estudiadas fue de 144, 20 homocigotos B1, 94 heterocigotos, y 30 homocigotos
B2 con una frecuencia alélica de 0.465 y 0.533 para Bl y B2, muy similares a las encontradas en el
grupo total (0.489 y 0.518).

Los valores promedio de colesterol total y C-LDL de las 144 mujeres, también fueron similares a los
del grupo total, de hecho conservaron las diferencias significativas (p< 0.01) y (p< 0.03)
respectivamente. En relacion a las concentraciones de C-HDL, se mantuvo la misma distribucion, es
decir menor concentracion en las portadoras del alelo B1B1 con respecto a los alelos BIB2 y B2B2,

sin alcanzar una diferencia estadisticamente significativa, Tabla 8.

Tabla 8. Lipidos y lipoproteinas en mujeres menores de 50 aios por genotipo de CETP-TagqlB.

VARIABLE Genotipo p
B1BI B1B2 B2B2
N 20 94 30 n
TG (mg/dL) 108.7+13.8 100.6+6.1 100.5+11.1 ns
CT (mg/dL) 160.5+6.7 175.14+3.0 185.2+5.4 0.01
C-LDL (mg/dL) 101.8+6.4 113.64+2.8 122.5+4.9 0.03
C-HDL (mg/dL) 42.442.6 45.2+1.2 46.3+£2.0 0.47

Los valores expresan el promedio £+ EE. TG: triglicéridos; CT: Colesterol total; C-LDL: Colesterol de
lipoproteinas de baja densidad; C-HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad. El valor de p fue

calculado mediante un analisis de covarianza ajustando por IMC y TG.
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Una prueba de y° se realizo para saber si existian diferencias entre las prevalencias de
hipoalfalipoproteinemia (25%, 18% y 12%) para los genotipos BI1B1, BIB2 y B2B2, se pudo
observar que sélo se presentd una tendencia marginal (x2= 5.6 p= 0.059). Por otra parte cuando se
calculd el riesgo relativo para HA, se observd que alin con una frecuencia alélica menor del genotipo
BIBI, el riesgo relativo de desarrollar hipoalfalipoproteinemia fue de 2.3 veces mayor que el del

genotipo B2B2 (p = ns) Figura 9.

Riesgo 2.5 1
relativo de
HA 2
1.5
I -
0.5 -
0 .

B1BI1 B1B2 B2B2
Figura 9. Riesgo relativo de hipoalfalipoproteinemia en mujeres menores de 50 afios por genotipo

CETP-Taq!B.
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IX) DISCUSION

En México, una dislipidemia muy frecuente que se asocia con el desarrollo de la enfermedad arterial
coronaria son los valores bajos de colesterol de HDL o también llamada hipoalfalipoproteinemia®’.
Las causas primarias de esta dislipidemia no se conocen totalmente, sin embargo, algunos estudios
indican que los factores genéticos son elementos claves para desarrollar HA® Por otra parte,
también existen causas secundarias que pueden desarrollar esta enfermedad, como la

'%: 34 Entre los factores metabolicos que alteran

hipertrigliceridemia, la obesidad y el sedentarismo
los valores de colesterol en las HDL destaca la CETP™. Esta glicoproteina altamente polimorfica
cuya funcion es transferir ésteres de colesterol de las HDL a las lipoproteinas que contienen apo-B
mediante el transporte reverso del colesterol. En el humano, regula los valores de C-HDL''. Un
aumento en la actividad de la enzima, determinada por variantes en su gen, provoca una disminucion

40 3 g bl 5
". Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue conocer la

en el colesterol de HDL.>"
distribucion del polimorfismo del intrén 1 del gen de la CETP, en una muestra obtenida en
poblacion abierta del Sur de la Ciudad de México e investigar cual es su relacion con las
concentraciones de C-HDL, partiendo de la hipétesis de que, como en otras poblaciones, el
polimorfismo pudiera estar asociado con la concentracion del C-HDL, (el alelo B1 con valores bajos
y el B2 con valores altos); por lo que quiza entonces el alelo B1, en nuestra poblacion se encuentre
con mayor frecuencia y explique, al menos en parte, la hipoalfalipoproteinemia que caracteriza a la
poblacion mexicana'’

Dos métodos frecuentemente usados en el estudio de polimorfismo de la CETP-TaqlB son los
descritos por Kuivenhoven®® y Fumeron®'. Para descartar la posibilidad de que los resultados de
nuestra serie dependieran del método, se decidié comparar los iniciadores usados por ambos

autores. Los resultados de ambos métodos tuvieron una concordancia del 100% (no mostrado). Por

lo tanto, nuestros resultados son comparables con cualquiera de los datos informados en la literatura,
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sin embargo, y debido a que con el método utilizado por Fumeron se obtuvo una mejor resolucion
de las bandas, se decidio utilizar éste método.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo CETP-7aq/B, encontradas en las muestras de sujetos de
la Ciudad de México difirieron de las reportadas en otras poblaciones si se compara con previos
estudios llevados acabo en caucasicos™® >, griegosjﬁ, y orietales”. La frecuencia del alelo B1 en
nuestra poblacion esta disminuida y la del alelo B2 aumentada (tabla 9). Segun nuestra hipotesis, en
nuestra poblacion esperabamos encontrar una mayor frecuencia del alelo B1 que explicara los

valores bajos de colesterol en las HDL.

Tabla 9. Frecuencias alélicas en mujeres de otras poblaciones y las obtenidas en éste estudio.

POBLACION FRECUENCIA ALELICA

Bl B2
Finlandia °'(n=111) 0.541 0.459
Italia®® (n=157) 0.565 0.434
Grecia®® (n=164) 0.516 0.482
Taiwan® (n=274) 0.520 0.480
Meéxico (n=144) 0.465 0.533

El andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg calculado para el gen de la CETP en éste trabajo fue
significativo (xzz 12.2 p< 0.001), e indica que en nuestra poblacion este gen esta en desequilibrio
genético. Es bien sabido que la Ciudad de México se caracteriza por tener una mezcla de varios
grupos étnicos que provienen de diferentes partes de la Republica Mexicana, y que el mestizaje
relativamente reciente, hace que el aporte de cargas genéticas sea diverso. En este estudio las
muestras fueron tomadas de sujetos del Distrito Federal que aceptaron participar voluntariamente,
por lo que pensamos que el desequilibrio encontrado en este estudio, probablemente se deba a la
diversidad de los diferentes grupos étnicos provenientes del interior de la reptblica al centro del
pais, y al mestizaje. Resultados similares al nuestro en el que la mezcla de varios grupos €étnicos
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provenientes de varias provincias causan un desequilibrio en el gen de la CETP han sido informados
en italianos™®.

En comparacion con otros estudios en los que el CT y C-LDL son similares en los tres genotipos™”
4 en este trabajo encontramos diferencias significativas en los valores medios de CT, y C-LDL
entre las mujeres, estos resultados confirman que en los portadores del alelo B1 de la CETP, la tasa
de transferencia de ésteres de colesterol de HDL a las VLDL e IDL es mayor que en los portadores
del alelo B2. En los hombres, los resultados fueron diferentes, probablemente por el nimero
pequefio de individuos estudiados, ademas de que existen evidencias en la literatura que indican que
el polimorfismo 7aq /B, se acentia mas en las mujeres que en los hombres*"*.

Estudios realizados en pacientes diabéticos tipo 1% tipo A B sujetos con sindrome
plurimetabélico®’, con enfermedad arterial coronaria®’, asi como en sujetos sanos agrupados por sus

41, 42

concentraciones de HDL™ ", se ha observado una clara influencia del polimorfismo CETP-TaqlB

sobre las concentraciones de C-HDL. Sin embargo, la falta de asociacién entre C-HDL y el genotipo
CETP-TaqlB también ha sido reportada por otros autores” %',

En estudios realizados en poblaciones de origen caucasico, las diferencias entre las concentraciones
de C-HDL por genotipo de la TaglB son significativas, llegando a presentar diferencias de hasta 17
mg/dL entre los homocigotos Bl y B2 (55mg/dL vs 72 mg/dL), respectivarnenteS7. En nuestro
estudio, la concentracion de C-HDL también fue menor en los portadores del alelo B1 con respecto
a los portadores del alelo B2, aunque sin significado estadistico, la diferencia con otros grupos
étnicos pudiera deberse a que en nuestra poblacion el margen de diferencia entre los valores medios

de C-HDL por genotipo fue de tan solo 4 mg/dL. (41mg/dL en Bl y 45 mg/dL en B2). Ambas cifras

son de los valores mas bajos informados entre las poblaciones (figura 10).

42



C-HDL en 70 -

mg/dL
65
—o— Finlandia®’
60 -
- —m— Italia™®
50 4 —A— Grecia™
45 - —@— Taiwan"
40 4 —o— México
35 -
30 T T -

BiB1 B1B2 B2B2

Figura 10. Asociacion del genotipo CETP-Tagl/B con los valores de C-HDL en diferentes

poblaciones.

Algunos datos adicionales y de interés encontrados en las muestras estudiadas, fue la alta
prevalencia de factores de riesgo (tabla 7). Aunque este no era el objetivo que se perseguia en el
estudio, en éste trabajo se pudo observar que el sobrepeso (IMC de 25-30 kg/m?) fue de 45%, y la
obesidad (IMC>30 kg/m?) fue de 34%. Estos datos son muy altos comparados con estudios previos
realizados en poblacion urbana de México*® *”. Por otra parte, cuando se analizaron las frecuencias
de algunos factores de riesgo por genotipo, se observd que sélo la HA presentd diferencias
significativas.” Este resultado apoya la hipétesis de que el polimorfismo 7Taq/B de la CETP pudiera
ser uno de los principales factores de riesgo en nuestra poblacion. De hecho cuando se calcul6 el
riesgo relativo para cada genotipo, se observo que el homocigoto B1, confiere 2.3 veces mas riesgo

de HA (figura 9).
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El mecanismo mediante el cual el polimorfismo 7aqlB influye sobre las concentraciones de C-HDL
se desconoce, sin embargo, varios autores indican que dado que éste polimorfismo se encuentra
asociado tanto con la concentracion como con la actividad de CETP, la explicacion mas plausible es
que este polimorfismo esté en uniéon de desequilibrio con alguna mutacién funcional en la regién
reguladora del gen de la CETP* *®. Es decir que el alelo BI siempre va a estar presente, solo si
existe otro elemento regulador atin desconocido, que este promoviendo la sintesis de CETP, por lo
que el polimorfismo CETP-7aq /B, que se encuentra en un intrén 1, pudiera ser un reflejo de lo que
esta pasando en otro lugar adyacente a este gen. Para poder comprobar esto es necesario hacer
estudios de haplotipos, ya que como se dijo anteriormente ésta proteina tiene varios sitios
polimorficos, por lo que cabe la posibilidad de que pudieran estar ligados entre si algunos de estos
polimorfismos.

Aun y cuando el alelo B1 se encontrd asociado a valores bajos de C-HDL, los resultados observados
en el presente trabajo nos hace pensar que existen otros factores de tipo ambientales ¢ genéticos, 0 la
suma de ambos, ademds del polimorfismo de la CETP que pudieran explicar la tendencia a los
valores bajos de C-HDL presentes en nuestra poblacion.

Existe evidencias de que los efectos que tiene este polimorfismo sobre los valores del colesterol de
HDL pueden ser enmascarados por factores ambientales, ya que en el estudio llevado a cabo por
Fumeron®', reportd que el significado estadistico encontrado entre C-HDL y el genotipo TaglB en
su poblacién, desaparecido por el so6lo hecho de dividir a su poblacion en fumadores de no
fumadores; aunque en su estudio €l no da una explicacion a los resultados encontrados, si pone de
manifiesto que posiblemente exista un desarrollo metabdlico anormal que pudiera enmascarar o
cancelar el efecto genético sobre el colesterol de HDL. En nuestro trabajo no fue posible controlar
todas las variables confusoras para observar el efecto aislado del polimorfismo, no se tomé en
cuenta la dieta, el habito de fumar y el estilo de vida, variables de gran peso, si se tiene en cuenta

que en la poblacion de la Ciudad de México la dieta estd compuesta principalmente por grasas
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saturadas y azicares compuestos, ademas de que el estilo de vida es generalmente sedentaria®® ¢,

No obstante, si se hizo un ajuste de variables que pudieran sesgar los resultados, por ejemplo, la
concentracion de triglicéridos y el IMC, los cuales se sabe modifican directamente los valores de C-
HDL.

En México, €ste trabajo es el primero en tratar de encontrar factores genéticos que estén asociados a
las bajas concentraciones de C-HDL, aunque en este estudio cumplié con los objetivos que se
trazaron al comienzo del mismo, existen aun mas cosas por investigar, por ejemplo, se sabe de la
relacion inversa que existe entre las concentraciones de TG y C-HDL, y como estas variables
bioquimicas pueden ser influenciadas por la actividad y la concentracion de CETP, haciéndose mas
evidente en personas obesas”’; (ya que es en el tejido adiposo donde se lleva acabo la mayor sintesis
de CETP). Pues bien, en nuestro trabajo se observo en ambos sexos una prevalecida de obesidad
central (Cin/Cad >0.8 en mujeres y Cin/Cad >0.9 en hombres) y una marcada relacion inversa entre
las concentraciones de TG y C-HDL (p<0.001) Estas observaciones nos llevan a pensar que
probablemente en esta poblacion, la actividad CETP podria estar jugando un papel muy importante
en la distribucion de los lipidos entre las HDL y las lipoproteinas ricas en triglicéridos. Por lo que
sugerimos para futuros trabajos medir la actividad CETP.

Ademas de la CETP, existen varias proteinas que estan directamente relacionadas con las HDL y
que seria interesante estudiar, tales como la LCAT, la PLTP y la LH han mostrado que pueden

1034 ademas de los factores genéticos que

alterar la composicion y concentracion de las HDL
promueven de forma indirecta la sintesis de HDL pequefias, como es el caso de los elementos

PPARS®.
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X) CONCLUSION

La frecuencia del alelo Bl fue menor que la reportada en poblaciones caucasicas. Aunque no
encontramos asociacion significativa de los genotipos con las concentraciones bajas de C-HDL,
probablemente por el tamafio de la muestra, la‘ relacion entre los valores de C-HDL y el genotipo
CETP-Taq!B siguen el mismo patrén que en las poblaciones caucasicas, pero a valores mas bajos
de C-HDL. Nuestros resultados confirman que el polimorfismo del gen de la CETP-TaglB no
explica los valores bajos de C-HDL en nuestra poblacidn, sin embargo, vale la pena recalcar que
aunque el homocigoto Bl tiene 2.3 veces mas el riesgo de ser HA, y no es el principal
determinante de la concentraciéon de C-HDL en la poblacion de la Ciudad de México.

La variacion polimorfica del intrén 1 del gen de la CETP, parece ser uno de los determinantes en

las concentraciones de CT y C-HDL en las mujeres de la Ciudad de México.
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XI) APENDICES

APENDICE A
SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE DNA
SOLUCION PARA LA LiSIS DE LAS CELULAS ROJAS (SLR)

Para un litro 20 X

50 mL de Tris 2M =12.12 g.
50 mL de MgCl; IM =10.16 g.
100 mL de NaCl IM =35.78¢g

Ajustarel pH a 7.6 y aforar a 1L.
Para preparar 1L 1X

50 mL de SLR (20 X) aforar a 1000 mL con H;O.

BUFFER DE PROTEINASA K (5 X)

Para 100 mL
0.375 M de NaCl =2.19g.
0.12 M de EDTA =4.46¢.

Ajustar el pH a 8 y aforar a 100 mL con H,O.

Filtrar con un filtro de celulosa.

PROTEINASA K
Ajustar a 10 mg/mL con H>O inyectable.
SDS 20 %

NaCl 5 M 14.6 g en 50 mL
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APENDICE B

MEZCLA PARA EL. AMPLIFICADO DE CETP

SOLUCION VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
(mezcla del amplificado)

dNTPs 5 mM/u L 2 uL 200 pM
Buffer 10X SuL 1X
MgCl, 25 mM 3 ul 1.5 mM
Iniciador L.3" 10 pM/plL SulL 50 pM
Iniciador US" 10 pM/puLL 5 ulL 50 pM
H,0 27.5 pl.

Taq pol. (5 U/uL) 0.5 pL 25U
DNA (400 ng/pl.) 2 uL 800 ng
Vol. Total 50 uL

NOTA: El Buffer y el MgCl; vienen con la enzima Tag-Polimerasa y por lo tanto son los que se
usan. Es importante agitar estos dos reactivos antes de agregarlos a la mezcla.
El volumen del agua va ha depender de como estan ajustadas las concentraciones de los reactivos y
el DNA, por lo que puede ser modificado. El célculo esta disefiado para un volumen final 50 plL por

muestra.

Programa del termociclador

95°C

94°C

5:00

0:30 \

60°

72°C ( 72°C | 6°C

0:30

30 ciclos

/ 1:00 | 8:00 | «
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APENDICE C
GEL DE AGAROSA 1.5 % (37 mL)
SOLUCIONES IZT.
BUFFER CONCENTRACION DE LA SOLUCION STOCK (1000 mL)
Tris-borato (TBE 5X) 54 g tris base
27.5 g acido boérico
20 mL 0.5M EDTA

pH 8.0 (s6lo el EDTA)

Bromuro de etidio (100 mL) 0.5 mg en H,O desionizada ZTACALA
Azl de bromofenol (2 mL) 1 mL de glicerol (50%)

40ul. 0.5 M EDTA pH 8.0 (10 mM)

5 mg azul de bromofenol (0.25%)

5 mg de xylene lyanol FF (0.25%)

Esterilizar por filtracion
Marcador de DNA ¢x174 Hae III

TBE 0.5 X (300 mL) 30 mL de buffer TBE 5 X aforar a 300 mL con agua destilada.

Procedimiento: En un matraz erlenmeyer de 250 mL, se depositaron 0.55 g de agarosa de la marca
Gibco (grado biologia molecular), se le adicionaron 3.7 mL de buffer TBE 5 X y se llevé a un
volumen de 37 mL con H,O desionizada. Se calenté en un horno de microondas hasta que la agarosa
se disolvié por completo. Se dejo enfriar poco tiempo cuidando que no llegue a polimerizar. Se
vaci6 en el molde de la cdmara e inmediatamente se coloco el peine de 1.5 mm de ancho. Se dejo
polimerizar (aproximadamente 20 minutos). Una vez polimerizado el gel, se retir6 el peine, se lleno

la camara con solucion amortiguadora TBE 0.5 X, se colocarén 10 pl. de muestra por pozo
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previamente diluida con azul de bromofenol (3 pL) que se utilizé6 como marcador de migracion. En
uno de los pozos se depositaron 5 pL (dilucién 1:10 con azul de bromofenol) del marcador de DNA
con fragmentos de 154 a 2150 pares de bases. Las muestras se migaron durante 20 minutos a 80 V.
Después de la electroforesis, el gel de agarosa se coloco en la solucion de bromuro de etidio (BE),
para que las moléculas de BE se intercalen a los nucleétidos de DNA y produzcan fluorescencia al
ser iluminadas con luz ultravioleta (UV) sefialando asi los sitios en el gel donde migraron los
fragmentos de DNA.

Nota. EL libro de Maniatis de biologia molecular recomienda usar el buffer TBE para geles de

agarosa a una concentracion de 0.5 X, tanto para preparar el gel como para el buffer de corrida.

APENDICE D
Amortiguador de la enzima Taql
Tris -HCL 10 mmoL/L
NaCl 100 mmoL/L
MgCL, 5 mmoL/L
2-mercaptoethanol 1 mmoL/L

ajustar a pH 8
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APENDICE E

GEL DE AGAROSA 3 % (37 mL)

SOLUCIONES
BUFFER CONCENTRACION DE LA SOLUCION STOCK (1000 mL)
Tris-borato (TBE 5X) 54 g tris base

27.5 g 4cido bérico
20 mL 0.5M EDTA
pH 8.0 (s6lo el EDTA)
Bromuro de etidio (100 mL) 0.5 mg en H,O desionizada
Azil de bromofenol (2 mL) I mL de glicerol (50%)
40ul 0.5 M EDTA pH 8.0 (10 mM)
5 mg azul de bromofenol (0.25%)
5 mg de xylene lyanol FF (0.25%)
Esterilizar por filtracion
Marcador de DNA ¢x174 Hae III

TBE 0.5 X (300 mL) 30 mL de buffer TBE 5 X aforar a 300 mL con agua destilada.

Procedimiento: En un matraz erlenmeyer de 250 mL, se depositaron 1.1 g de agarosa de la marca
Gibco (grado biologia molecular), se le adicionaron 3.7 mL de buffer TBE 5 X y se llevé a un
volumen de 37 mL con H,O desionizada. Se calent6 en un horno de microondas hasta que la agarosa
se disolvié por completo. Se dejo enfriar poco tiempo cuidando que no llegue a polimerizar. Se
vacio en el molde de la camara e inmediatamente se coloco el peine de 1.5 mm de ancho. Se dejé

polimerizar (aproximadamente 20 minutos). Una vez polimerizado el gel, se retir6 el peine, se llen6
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la camara con solucion amortiguadora TBE 0.5 X, se colocar6n 10 pl de muestra por pozo
previamente diluida con azul de bromofenol (3 pL) que se utiliz6 como marcador de migracién. En
uno de los pozos se depositaron 5 pL (dilucion 1:10 con azul de bromofenol) del marcador de DNA
con fragmentos de 154 a 2150 pares de bases. Las muestras se migaron durante 1:20 minutos a 80
V. Después de la electroforesis, el gel de agarosa se colocod en la solucion de bromuro de etidio
(BE), para que las moléculas de BE se intercalen a los nucleétidos de DNA y produzcan
fluorescencia al ser iluminadas con luz ultravioleta (UV) sefialando asi los sitios en el gel donde
migraron los fragmentos de DNA. Si en una muestra, la enzima gener6 fragmentos de 350 y 180 pb
se asigno el genotipo B1. y si la enzima no gener6 ningtn fragmento se le asigno el genotipo B2. El

genotipo se documenté mediante fotografia de cada gel.

Nota. EL libro de Maniatis de biologia molecular recomienda usar el buffer TBE para geles de

agarosa a una concentracion de 0.5 X, tanto para preparar el gel como para el buffer de corrida.
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