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RESUMEN 

La hiperlipidemia familiar combinada (HLFC), es la más común de las dislipidemias de tipo 

familiar, con una prevalencia de 1-2% en población general, que se caracteriza porque los 

pacientes presentan niveles elevados de colesterol total (CT) y/o triacilgliceroles (TG) en suero. 

Para investigar el componente genético de la HLFC, se analizaron 24 familias 

multigeneracionales de la población mexicana diagnosticadas con HLFC, 314 individuos fueron 

incluidos en el estudio. Se analizaron 7 genes candidatos involucrados en el metabolismo de 

lípidos, con un pape l potencial en la fisiopatología de la HLFC. No se observó evidencia de 

ligamiento para los 7 genes estudiados. Adicionalmente, se analizó la contribución de la región 

1 q2 l-q23, esta región ha sido previamente ligada a la HLFC en diferentes poblaciones. Un total 

de 11 marcadores microsatélites fueron genotipificados. El análisis de dos puntos para el 

fenotipo de la HLFC y los niveles elevados de TG resultó en valores de LOO score de 

heterogeneidad (HLOD) máx. de 1.67 (alpha = 0.49) y 1.93 (alpha = 0.43) para el marcador 

D 1 S2768 respectivamente. El análisis de múltiples puntos de heterogeneidad y no paramétrico 

(NPL) para el fenotipo de la HLFC y TG resultó en valores de HLOD de 1.27 (alpha = 0.46) y 

1.64 (alpha = 0.38), y valores de NPL de 4.00 (P = 0.0001) y 3.68 (P = 0.0003) cerca del 

marcador D 1 S2768, respectivamente. Asimismo, se analizó la participación del gen USF 1 

localizado en la región 1 q2 l-q23 . Se genotipificaron 13 SNPs. Se observó evidencia de 

asociación para los fenotipos de HLFC y TG con tres SNPs hCV \459766, rs3737787, y 

rs2073658, resultando en valores de p de 0.05 y 0.0009. Adicionalmente, se analizaron 26 

marcadores microsatélites en siete diferentes regiones cromosómicas previamente ligadas con la 

HLFC en familias de población Caucásica. Las regiones l 6q24 y 1 Oq mostraron evidencia 

sugestiva de ligamiento para los rasgos de colesterol total y TG respectivamente. El presente 

reporte es el primer estudio que de manera extensa investiga el componente genético de la HLFC 

en familias de la población mexicana. Los datos obtenidos en este estudio confirman la 

participación del locus 1 q2 l-q23 en la expresión de la HLFC, consistente con lo observado en 

otra poblaciones, asimismo se demostró la participación de USFI en la expresión de la HLFC y 

evidencia sugestiva de ligamiento con la regiones l 6q24 y 1 Oq asociadas con el rasgo de niveles 

elevados de colesterol y triacilgliceroles respectivamente 
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ABSTRACT 

Familia! combined hyperlipidemia (FCHL) is the most common familia! dyslipidemia, with a 

prevalence of 1-2% in the general population. To investigate the largely unknown genetic 

component ofthe FCHL, we analyzed 24 extended Mexican FCHL families. We analyzed seven 

candidate genes putatively involved in the expression of FCHL. No evidence for linkage was 

observed in any of these investigated candidate genes. In addition we analyzed the contribution 

of the 1 q2 l-q23 region; this region has been linked to FCHL in severa! populations. A total of 11 

markers were genotyped. Two point linkage analysis for the FCHL phenotype, and for the 

elevated triglyceride (TG) trait, gave a maximum HLOD of 1.67 (alpha = 0.49) and 1.93 (alpha = 

0.43) at DlS2768 respectively. Heterogeneity and non-parametric (NPL) multipoint analyses for 

the FCHL phenotype and the TG trait showed maximum HLODs of 1.27 (alpha = 0.46) and 1.64 

(alpha = 0.38), and NPLs of 4.00 (P = 0.0001) and 3.68 (P = 0.0003) near DIS2768, 

respectively. Furthermore, we analyzed the Upstream Transcription Factor 1 (USFl) located on 

lq2lq23 region . We genotyped 13 SNPs. The FCHL and TG traits showed signi ficant evidence 

for association with 3 SNPs, hCV1459766, rs3737787, and rs2073658, and haplotype analyses 

further supported these findings (probability values of 0.05 to 0.0009 for SNPs and their 

haplotypes). We also analyzed 26 microsatellite markers residing in the seven chromosomal 

regions previously linked to FCHL in Caucasians. The regions l 6q24. I and 1 Oq, showcd 

suggestive cvidence for linkage for total cholcstcrol and the TG trait respcctively. This study is 

thc first to extensivcly investigatc the gcnctic component of the FCHL in Mexicans; our data 

confirm the involvement of a major susceptibility locus on chromosomc 1 q2 l-q23 , consistent 

with findings in other populations and also provides independent evidence for the role of USFI 

in FCHL and links the l 6q24. l and 1 Oq rcgions. 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.1 "La complejidad de las enfermedades complejas" 

Las enfermedades complejas se definen como aquellas enfermedades comunes causadas por 

diversos factores ambientales que adicionalmente son influenciadas por la interacción de 

variantes alélicas en múltiples genes. Estas enfermedades comunes representan un problema de 

salud pública a nivel mundial y se estima un incremento considerable en las próximas décadas. 

El componente genético de las enfermedades complejas y la evidencia de la interacción entre 

genes y factores ambientales ha sido previamente demostrado (Boomsma et al. 2002; 

Konskenvuo et al. 1992; Mosteller et al. 1993; Austin, 1996; Scheuner, 2001; Hunter, 2005). 

Asimismo, diferentes estrategias metodológicas han sido desarrolladas para la identificación de 

los genes que participan en la expresión de las enfermedades complejas. Las estrategias mas 

utilizadas para la identificación y el mapeo genético son el anál isis de ligamiento y los estudios 

de asociación (Lander y Schork, 1994; Lander y Kruglyak, 1995; Baron, 2001; Belmont y Leal, 

2005; Vink y Boomsma 2002; Botstein y Rich, 2003). Adicionalmente, los recientes avances en 

el estudio y la comprensión de la estructura del genoma humano, han permitido desarrollar 

nuevas tecnologías para el estudio y la identificación de los genes implicados en la manifestación 

de la enfermedad. En este sentido, la culminación del proyecto HapMap, que tiene como 

objetivo la identificación de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs por sus siglas en 

inglés) distribuidos en el genoma en diferentes poblaciones y la caracterización de haplotipos y 

patrones de desequilibrio de ligamiento (DL) (Cardan y Abecasis 2003, Liu et al, 2004) serán sin 

duda una herramienta valiosa para la identificación de variantes alélicas asociadas con la 

enfermedad y proveerá con precisión, información para el diagnóstico, que facilitará el 

diagnóstico temprano, la prevención y el tratamiento de las enfermedades. 

Estudios recientes, han demostrado que las variantes de secuencia (SNPs) que afectan el corte y 

empalme y la regulación genética, pueden jugar un papel importante en la detenninación de la 

susceptibi lidad genética individual (Peltonen y McKusick 2001; Cavalli-Sforza, 2005). En el 
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genoma humano, los SNPs ocurren en promedio una vez cada 200 pares de bases (pb). 

Actualmente, más de 9 millones de SNPs han sido identificados y reportados en diferentes bases 

de datos (Sherry et al. 2001; The Internacional HapMap Consortium, 2003). Sin embargo solo un 

pequeño número de los millones de SNPs presentes en el genoma humano tienen impactos 

funcionales, por lo que la identificación de estos SNPs y su impacto en la salud es importante. 

1.2 Estrategias metodológicas para el mapeo de los genes que contribuyen al desarrollo de 

las enfermedades 

Las herramientas más utilizadas para el mapeo y la identificación de los genes que predisponen 

al desarrollo de las enfermedades son el análisis de ligamiento genético y los estudios de 

asociación. En principio, el ligamiento y la asociación son fenómenos distintos. El análisis de 

ligamiento es una relación entre loci, mientras que el análisis de asociación es la relación entre 

alelos o fenotipos . El ligamiento tiene una relación genética específica, mientras que la 

asociación es solo una prueba estadística. 

1.2.1 Ligamiento genético 

El análisis de ligamiento genético se define como la tendencia de alelos muy cercanos ubicados 

en un mismo cromosoma a transmitirse juntos como una unidad intacta a través de la meiosis. El 

análisis de ligamiento genético consiste en determinar la ca-segregación de marcadores genéticos 

polimórficos en relación a un fenotipo clínico determinado. El estudio de ligamiento genético 

puede utilizarse para definir la posible participación de distintos genes candidatos de forma 

independiente, sin necesidad de estudiar la estructura (secuencia) completa de cada gen. Para ello 

se utilizan marcadores intragénicos o cercanos a cada uno de los genes que se quiere analizar. 

También es posible, mediante esta estrategia, definir la participación de una región cromosómica 

determinada o bien, realizar el escrutinio completo del genoma en busca del locus o loci 

implicados en un detern1inado padecimiento. 
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En el análisis de ligamiento genético se calcula una serie de valores de verosimilitud (odds 

relativas) para varios valores posibles de e, con un intervalo que va de e = O.O (sin 

recombinación) a e = 0.5 (distribución aleatoria). Las verosimilitudes calculadas se expresan 

generalmente como el logw de esta razón y se denominan puntuación lod. El uso de logaritmos 

permite combinar mediante adición simple, los datos recogidos de diferentes familias. La 

probabilidad de ca-segregación se expresa en valores de LOO score (logaritmo de las odds). El 

LOO score es un término estadístico, que se determina para evaluar la significancia de los 

resultados de ligamiento. Por convención, valores de LOO score ~ 3 (equivalente a más de 

1000: l odds a favor de ligamiento) se considera una prueba definitiva de que los loci están 

ligados, valores de -2 se han considerado como valores de exclusión de ligamiento (Ott, 199 l ). 

El análisis de ligamiento genético puede dividirse en paramétrico y no paramétrico (NPL por sus 

siglas en inglés: no parametric LOO score) (Kruglyak et al. 1996). En el análisis de ligamiento 

paramétrico o estándar, se requiere de un modelo genético específico para su análisis. Los 

parámetros que son considerados en este modelo son: el modo de herencia (dominante, recesivo 

o ligado al sexo), la frecuencia de la enfermedad y la penetrancia. No obstante en el estudio de 

las enfermedades complejas, estos parámetros no se conocen con certeza. En el análi sis de 

ligamiento no paramétrico no se requiere un modelo genético para su análisis. 

Los marcadores genéticos más utilizados para el análisis de ligamiento genético son secuencias 

repetidas de di, tri y tetranucleótidos conocidos como marcadores microsatélites, aunque 

recientemente, los SNPs han sido ampliamente utilizados en el análisis de ligamiento genético 

(Carlson et al. 2004; Strachan y Read 2004). Diferentes ventajas y desventajas se han atribuido a 

la utilización de marcadores microsatélites y SNPs para la identificación de genes asociados con 

enfermedades complejas, por ejemplo, los marcadores microsatélites proveen mayor 

informatividad con respecto a los SNPs debido a que son multi-alélicos, sin embargo en la 

actualidad es más fácil genotificar SNPs a gran escala mediante métodos automatizados que 

marcadores microsatélites (Cullis, 2002). 
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1.2.2 Estudios de asociación 

Los estudios de asociación han sido ampliamente utilizados para analizar genes candidatos o 

para redefinir la localización de un gen asociado con enfermedades monogénicas y 

multifactoriales. La asociación no es específicamente un fenómeno genético, si no una prueba 

estadística que determina la co-ocurrencia de alelos o fenotipos entre casos y controles (Cardon y 

Bel!, 2001 ). 

Es importante mencionar que en los estudios de ligamiento o asociación para enfermedades 

complejas, no siempre se observa una co-segregación perfecta entre un marcador específico y la 

enfermedad, algunos de los parámetros que afectan los resultados de asociación y ligamiento 

son: 

- Penetrancia incompleta: se refiere a aquellos individuos que heredaron el alelo de riesgo pero 

que no manifiestan la enfermedad. Si la penetrancia del alelo en la enfermedad es de 100%, 

entonces todos los individuos que porten el alelo expresarán la enfennedad. 

- Heterogeneidad genética: Mutaciones en uno o diferentes genes pueden resultar en la expresión 

de fenotipos idénticos. Una región cromosómica puede co-segregar en algunas familias pero no 

en otras. 

- Herencia poligénica: se requiere de la presencia simultánea de mutaciones en múltiples genes 

para que se manifieste la enfermedad. 

- Estratificación de la población: La presencia de diferentes sub-poblaciones con diferentes 

frecuencias alélicas dentro de una misma población. 

Estos parámetros deben ser considerados en el análisis y la interpretación de los resultados, 

asimismo estos parámetros influyen de manera determinante cuando se requiere evaluar la 

participación de diferentes genes previamente identificados en otras poblaciones (réplica) 
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(Campell y Rudan, 2002; Neale y Sham, 2004; Gordon y Finch, 2005; Mayeux, 2005; Newton

Cheh y Hirschhorn, 2005). Finalmente, los estudios de ligamiento genético y el análisis de 

asociación son herramientas complementarias en la identificación y mapeo de los genes que 

contribuyen con la manifestación de la enfermedad; por ejemplo los estudios de asociación 

pueden ser utilizados como una herramienta útil para restringir el intervalo de una región 

cromosómica que ha sido previamente identificada por ligamiento (Borecki y Suárez 2001 ). 

1.2.3 Desequilibrio de ligamiento 

Otra aproximación del mapeo genético es medir el desequilibrio de ligamiento (DL) entre un 

marcador y la enfermedad, usando una población de individuos afectados e individuos control o 

un grupo de familias nucleares. El entendimiento del DL en poblaciones humanas, puede facilitar 

el descubrimiento de genes que participan en la expresión de las enfermedades complejas . 

(Abecasis et al. 2005; Ardlie et al. 2002; Morton 2005). 

El uso del DL en el mapeo génico de una enfermedad, requiere de un grupo control para efectos 

comparativos. La presencia de DL y ligamiento genético indica que un locus principal está muy 

cerca a esa región, mientras que el DL sin evidencia de ligamiento indica que el locus es un 

factor de susceptibilidad. La interpretación de los datos toma en consideración la capacidad de 

detectar li gamiento para poder discriminar entre un locus principal o un locus que confiere 

susceptibilidad. El DL también puede ser el resultado de mezclas reci entes de poblaciones 

genéticamente diferentes (Abecasis et al. 2005). En teoría un alto grado de DL entre dos genes 

separados por 10-20 cM pueden originarse y persistir en poblaciones que tienen una historia 

reciente de mezcla (3-20 generaciones), tal como ha ocurrido en las poblaciones mestizas. 
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2. La aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular: una etiología compleja 

2.1 Generalidades 

La ateroesclerosis es un síndrome progresivo caracterizado por Ja acumulación de lípidos y 

elementos fibrosos en las grandes arterias (Ross, 1993; Lusis, 2000, 2004; Libby, 2002). En la 

actualidad, múltiples genes han sido relacionados con el proceso ateroesclerótico. (Doevendans 

et al. 2001; Ordovas y Shen, 2002). La ateroesclerosis se inicia como consecuencia de un 

proceso lento de daño sobre el endotelio, lo que desencadena una respuesta inflamatoria en Ja 

pared vascular. Cuando el endotelio se lesiona, se provoca un desequilibrio en Ja producción de 

citosina, quimiocinas y factores de crecimiento producidos por las células endoteliales, que 

conduce a la migración de monocitos y linfocitos T, a la migración y proliferación de células 

musculares lisas (CML), al depósito de matriz extracelular y de lípidos, así como a la síntesis de 

proteínas que favorecen la progresión de la lesión ateroesclerótica. Diversos estudios en familias 

y gemelos (Scheuner, 2001; Austin, 1996; Mosteller, 1993 y Koskenvuo et al. 1992.) han 

demostrado que los procesos que determinan el infarto al miocardio y en general toda la 

patología que conlleva al desarrollo de la ateroesclerosis tiene un componente hereditario. 

La acumulación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial parece 

ser uno de los primeros episodios asociados al desarrollo de lesiones ateroescleróticas. Las LDL 

retenidas en Ja pared sufren procesos de oxidación (LDLox) y generan productos con actividad 

quimiotáctica para monocitos y células musculares lisas (CML). Los monocitos atraviesan el 

endotelio, y se diferencian a macrófagos, captan de forma masiva LDLox y se transforman en 

células espumosas, cuya acumulación en la íntima origina la formación de la estría grasa. (Brown 

y Goldstein 1983; Jang et al. 1994, Klatt y Esterbauer, 1996; Lin et al. 1996; Drexler, 1997). La 

disfunción endotelial está considerada como el estadía inicial en el desarrollo del proceso 

aterogénico (Suwaidi et al. 2000) y se ha asociado con factores de riesgo cardiovascular. 
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2.2 Lípidos y lipoproteínas en plasma 

Los lípidos más importantes en el cuerpo son los triacilgliceroles (TG), el colesterol (colesterol 

libre y colesterol esterificado) y los fosfolípidos (Hegele, 2001). Los triacilgliceroles sirven 

como una fuente de energía y son almacenados en el tejido adiposo. El colesterol sirve como un 

componente de la membrana celular y es precursor de las hormonas esteroideas y ácidos biliares. 

Los fosfolípidos son el mejor componente de la membrana celular. Las lipoproteínas plasmáticas 

son partículas que tienen un núcleo hidrofobito fo°!'ado por lípidos no polares (colesterol 

esterificado y triacilgliceroles) y por una capa superficial más hidrofitita que contiene colesterol 

no esterificado, fosfolípidos y unas proteínas específicas solubles en agua denominadas 

apolipoproteínas. La función de las apolipoproteínas es transportar los lípidos (insolubles en el 

plasma) desde el intestino y el hígado a los tejidos periféricos, y desde éstos, regresar el 

colesterol al hígado para su eliminación en forma de ácidos biliares (Hegel e, 200 l ). 

Las lipoproteínas se diferencian entre sí por la distinta proporción de colesterol, triacilgliceroles 

y fosfolípidos que contienen, asi como por las distintas apoproteínas integradas en su estructura 

(apoB, apoE, apoC, apoA-1, apoA-II y apoA-IV). En la actualidad, las lipoproteínas plasmáticas 

se clasifican según su densidad específica en: quilomicrones, lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL), lipoproteínas de densidad intermedia (IDL), lipoproteínas de baja densidad (LDL, 

lipoproteína a) y lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Genest, 2003). 

Los quilomicrones son secretados al sistema linfático de la mucosa intestinal y finalmente, al 

torrente circulatorio donde entrarán en contacto con la lipasa lipoproteica (LPL), cuya acción 

consiste en hidrolizar los triacilgliceroles de los quilomicrones, permitiendo que los ácidos 

grasos derivados de ellos penetren en el tejido adiposo como almacenamiento energético o en el 

tejido muscular para la producción de dicha energía. El resultado es una partícula lipoproteica 

con un menor contenido en triacilgliceroles que se conoce como remanente de quilomicrón que 

finali za su etapa metabólica en el hígado. 

En el hepatocito, los ácidos grasos que no siguen la vía oxidativa para la producción de energía o 

cuerpos cetónicos, son esterificados pasando a formar parte de los triacilgliceroles. Los 

triacilgliceroles junto a ésteres de colesterol forman parte de las partículas VLDL, que alcanzan 
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el torrente circulatorio, donde son objeto de intercambios metabólicos, mediante los cuales ceden 

apoC y apoE a las HDL e interaccionan al igual que los quilomicrones, con la LPL, dando lugar 

a las IDL. La disminución del núcleo de la partícula produce una pérdida de ciertos componentes 

de su zona superficial, fosfolípidos, colesterol y apoproteínas que son el origen plasmático de las 

HDL nacientes. Las IDL pueden ser intemalizadas directamente por los hepatocitos, o bien dar 

origen a las partículas LDL. 

Las partículas IDL pierden triac ilgliceroles y prácticamente toda la apoE, convirtiéndose en 

partículas LDL, ricas en ésteres de colesterol y que contienen una única molécula de apoB-100 

como apoproteína. La función básica de las LDL es transportar colesterol a los tejidos periféricos 

y al hígado, donde son catabolizadas. El receptor de las LDL es una proteína transmembrana que 

se une a la apoB-100, tras lo cual se intemaliza toda la partícula LDL y se libera el colesterol en 

el interior de la célula, ejerciendo la regulación del metabolismo endógeno del mismo 

(Kwiterovich, 2000) . 

2.3 Apolipoproteínas 

Las apolipoproteínas son proteínas antipáticas específicas, que conforman la estructura de las 

lipoproteínas y que se asocian con procesos bioquímicos del metabolismo de lípidos. Algunas 

apolipoproteínas tienen la función de ligando para los receptores de diferentes lipoproteínas 

(apoA-1, apoA-11, apo-B, ApoB-48), otras actúan como inhibidores de las interacciones 

lipoproteína-receptor (apoA-1 , apoB- 100 y apoE) o como moduladores de la actividad de las 

enzimas que participan en el metabolismo (apoC-1 y apoC-III). La mayoría de las lipoproteínas 

son solubles, esta propiedad permite unir fácilmente a las estructuras lipídicas (Breslow, 2000). 
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3. La Hiperlipidemia Familiar Combinada 

3.1 Generalidades 

En 1973 tres grupos de investigación describieron de manera independiente una nueva forma de 

dislipidemia familiar, la hiperlipidemia familiar combinada (HLFC) (Goldstein et al. 1973; 

Nikkila y Aro 1973; Rose et al. 1973). La HLFC es la forma más común de las dislipidemias de 

origen genético, con una prevalencia calculada de 1-2% en la población general. El término 

"hiperlipidemia familiar combinada" fue acuñado por primera vez en 1973 por Goldstein y col., 

este término se utilizó para describir un tipo de dislipidemia familiar con un patrón mixto de 

anormalidades en el perfil de lípidos que se heredaba aparentemente de forma mendeliana 

(Goldstein et al. 1973). 

La HLFC se define como un síndrome ocasionado por un defecto en el metabolismo de las 

lipoproteínas, que se caracteriza porque los pacientes presentan niveles elevados de colesterol 

total y/o triacilgliceroles en suero, observándose frecuentemente, fluctuaciones en estas 

concentraciones (Goldstein et al. 1973 , Grundy et al. 1987; Castro-Cabezas et al. 1992). En el 

transcurso del tiempo, se puede observar variabilidad entre la hipercolesterolemia, la 

hipertrigliceridemia, o una dislipidemia mixta, incluso normalización en la concentración de 

lípidos en el mismo individuo sin que exista ningún cambio en sus condiciones clínicas. Otra 

característica de la HLFC es la distribución anormal de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) 

con un predominio de partículas pequeñas y densas. En diversos estudios (A ustin et al. 1990; 

Griffin et al. 1994) se ha demostrado que el predominio de este tipo de partículas constituye un 

importante factor de riesgo para la expresión de la enfermedad arterial coronaria en sujetos con o 

sin algún tipo de dislipidemia. Se observa además concentraciones elevadas de las partículas 

LDL, IDL y VLDL. La principal proteína estructural de estas partículas es la apolipoproteína B 

(apoB), una proteína de membrana que se requiere para el empaquetamiento de las lipoproteínas 

VLDL. Una de las principales características de la HLFC y que la distingue de otras 

dislipidemias familiares es la concentración elevada de la apolipoproteína B-100 (apoB) 

(Brunzell et al. 1984; Snideman et al. 1992; Venkatesan et al. 1993; Kane y Havel 2001). La 
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HLFC, adicionalmente constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo de la 

ateroesclerosis. En este sentido, diversos estudios epidemiológicos han demostrado que un 20% 

de los casos de enfermedad arterial coronaria se atribuyen a la HLFC. Adicionalmente, esta 

entidad ha sido asociada con la obesidad y la resistencia a la insulina (Eckel, 2001; Pumell et al. 

2001; De Graaf et al. 2002; Vander-Vleuten et al. 2004). 

3.2 Bases bioquímicas de la HLFC 

En estud ios bioquímicos realizados en pacientes con HLFC se ha observado un aumento en la 

producción hepática de apoB, asociada a lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Un 

posible mecanismo para explicar este fenómeno es un aumento de ácidos grasos libres en 

plasma, los cuales aumentan la expresión del gen de la apoB y estimulan la secreción de las 

partículas VLDL (Cortner et al. 1991; Venkatesan et al. 1993). Adicionalmente, la secreción 

hepática de las partículas VLDL, contribuyen a un aumento en los niveles plasmáticos de 

triacilgliceroles, apoB y colesterol total. 

Sin embargo, no en todos los pacientes con HLFC se ha observado un aumento en la producción 

hepática de apoB. Existen familias en las que se ha observado una disminución en el catabolismo 

de las partículas VLDL e IDL (Aguilar-Salinas et al. 1997; De Graaf y Stalenhoef et al. 1998). 

Estos datos sugieren la existencia de defectos adicionales en la composición de las lipoproteínas, 

que contribuyen en la expresión fenotípica de la enfermedad y proveen evidencia de la 

heterogeneidad bioquímica de este padecimiento (Brunzell et al. 1983 ; Bredie et al. 1997; Porkka 

et al. 1997; Eurlings et al. 2001 ). Se ha observado también en pacientes con HLFC, una baja 

actividad de la lipasa lipoproteica, particularmente en pacientes con niveles elevados de 

triacilgliceroles (Babirak et al. 1992). 

La elevación en la concentración de las partículas LDL pequeñas y densas, es otra característica 

de pacientes con HLFC (Austin et al. 1990; Jarvik et al. 1994; Hokanson et al. 1995; 

Vakkilainen et al. 2002; Ayyobi et al. 2003b). En un estudio realizado por Hokanson y col 

(1995), se observó que la concentración de las partículas LDL pequeñas y densas persiste a pesar 

de una disminución en los niveles de triacilgliceroles de los pacientes, lo cual sugiere la 
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posibilidad de que diferentes mecanismos pudieran regular este proceso. Uno de estos 

mecanismos podría ser la elevación en la actividad de CETP, una proteína que facilita la 

transferencia de ésteres de colesterol de las partículas HDL a las partículas VLDL, las cuales 

transportan triacilgliceroles en partículas YLDL y LDL (Tato et al. 1995. Kwiterovich, 2002). 

Otro posible mecanismo se explica mediante la acción lipolítica de la lipasa hepática (LH) y 

lipasa lipoproteica (LPL). Las partículas LDL con baja concentración de triacilgliceroles 

contribuyen a la fonnación de partículas LDL pequeñas y densas. Un incremento en la actividad 

de CETP pudiera también explicar los bajos niveles de colesterol-HDL en pacientes con HLFC 

(Figura 1 ). 

Hígado 

-~e 
tTG L 

FFA VLDL ~ 
t apo8 EC e 
t CET~ TG 

LPL 
LH 

EC 

TG 

O LDL pequeñas 
y densas 

Figura l. Defectos en el metabolismo de lípidos en la HLFC. FF A, ácidos grasos libres; apoB, 

apolipoproteína B; VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad; LDL, lipoproteínas de baja 

densidad; HDL, lipoproteínas de alta densidad; TG, triaci lgliceroles; CT, colesterol total ; EC 

ésteres de colesterol ; CETP, proteína transferidora de ésteres de colesterol; LH, lipasa hepática; 

LPL, lipasa lipoproteica. 
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3.3 Aspectos genéticos de la HLFC 

Las bases moleculares y genéticas que contribuyen a la patogénesis y la expresión de la HLFC 

no han sido plenamente dilucidadas, aunque existen esfuerzos importantes para identificar los 

genes que participan en esta entidad. Estos estudios han establecido la participación de diferentes 

loci en familias y poblaciones de origen étnico distinto. 

Recientemente, Pajukanta y col. (2004) reportaron evidencia de asociación para el gen USFI en 

familias con HLFC, particularmente para al rasgo de niveles elevados de triacilgliceroles. De 

forma interesante, este es el primer gen con un efecto mayor asociado a la HLFC desde la 

descripción de esta entidad por Goldstein y col. ( 1973). 

En los primeros reportes (Goldstein et al. 1973), se describen familias con un patrón de herencia 

dominante. Sin embargo, estudios posteriores apoyan el concepto de que la HLFC es una 

enfennedad heterogénea y oligogénica, que se manifiesta a partir de la interacción de un 

conjunto pequeño de genes con un papel dominante, asociados con genes modificadores o de 

susceptibilidad, así como factores ambientales que determinan o modulan su expresión (Cullen et 

al. 1994; Allayee et al. 2002 ; Pajukanta et al. 2003 ; Shoulders et al. 2004). 

3.3.1 Genes candidatos en la HLFC 

El análisis de genes candidatos es una estrategia utilizada para el estudio de genes cuya función 

bioquímica sugiera alguna relación con el fenotipo de interés o bien, genes ubicados en el mapa 

fisico de regiones previamente ligadas a un fenotipo determinado. Diversos investigadores han 

estudiado distintos genes que codifican para proteínas involucradas en el metabolismo de lípidos, 

con un papel potencial en la fisiopatología de la HLFC. Los genes candidatos más estudiados son 

el. gen de la lipasa lipoproteica (Gagné et al. 1994; Reymer et al. 1995; Yang et al. 1995), el 

cluster de genes de las apolipoproteínas A-1/C-IIl/A-IV (Wojciechowski et al. 1991; Marcil et al. 

1996; Dallinga-Thie et al. 1997; Wijsman et al. 1998), el gen de la lipasa hepática (Allayee et 
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al. 2000), el gen de la proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y el gen de la 

lecitina colesterol acil transferasa (LCAT) (Aouizerat et al. l 999c) (Tabla 1). 

Tabla ! .Genes candidatos funcionales que participan en la expresión de la HLFC. 

Gen Locus 

apoAl-C3-A4 l lql3 

apoA-11 lq21 -q23 

LPL 8p22 

LH 15q21-q23 

CETP 16q21 

LCAT 16q22.l 

USFl lq22-q23 

Referencias 

Wojciechowski et al. 1991; Xu et al. 1994; Dallinga

Thie et al. 1996; Eichenbaum-Voline et al. 2004; Mar et 

al. 2004. 

Allaye et al. 2003 

Gagne et al.1994; Reymer et al. t 995, de Bruin et al. 

1996; Hoffer et al. t 998 

Gehrisch et al. t 999; Ali ayee et al. 2000 

Allayee et al. t 998 

Allayee et al. 1998; Aouizerat et al. l 999c. 

Pajukanta et al. 2004 

Gen de las apolipoproteínas A-l/C-111/A-lV 

Diversos estudios han demostrado que existe una relación directa entre variaciones en el gen del 

cluster de las apolipoproteínas apoA-l/C-III/A-lV y anomalías en el metabolismo de lípidos. Se 

sugiere que los genes del cluster de las apolipoproteínas apoA-1/C-lII/ A-IV pueden actuar como 

genes modificadores o de susceptibilidad en el desarrollo de la HLFC. (Wojciechowski et al. 

1991 ; Xu et al. 1994; Dallinga-Thie et al. 1996; Eichenbaum-Voline et al. 2004; Mar et al. 

2004). Los polimorfismos mas estudiados en este gen, incluyen sitios 5' del gen de la apoA-1 

reconocidos por las enzimas de restricción Xmnl y Mspl y Sstl en el exón 4 del gen apoC-111. El 

alelo menos frecuente en estos polimorfismos se asoció con niveles elevados de colesterol, 

triacilgliceroles, C-LDL, apoB y apoC-lll en plasma. Adicionalmente, otro grupo observó 

evidencia sugestiva de ligamiento entre el alelo menos frecuente de MspI y los niveles de 

colesterol LDL en familias holandesas (Dallinga-Thie et al. 1996). Por su parte, en estudios 
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realizados en familias con HLFC de la población finlandesa (Tahvanainen et al. 1998) y 

Francesa-Canadiense (Marcil et al. 1996), no se detectó evidencia de asociación entre los 

polimorfismos Sstl y XmnI. Sin embargo, en estudios recientes se demostró evidencia de 

ligamiento y asociación entre variantes en los genes del cluster de las apolipoproteínas apoA-l/C

Jll/A-IV en pacientes con HLFC (Eichenbaum-Voline et al. 2004). Adicionalmente, Mar y col 

(2004) evidenciaron asociación entre los genes del cluster de las apolipoproteínas apoA-1/C

IIl/A-IV y los niveles elevados de triacilgliceroles, así como con el tamaño de partícula en 

pacientes con HLFC. La evidencia de asociación en este estudio se obtuvo con SNPs en apoA-1 

(Xmnl, MspI) y apoA-5 (S l 9W). En base a los resultados obtenidos en diferentes poblaciones, 

se sugiere que los genes del cluster de las apolipoproteínas apoA-1/C-III / A-IV no participan de 

manera primaria en la expresión de la HLFC, pero que este cluster de genes podría tener un 

efecto modificador específico en la regulación de los niveles de triacilgliceroles y colesterol 

LDL. 

ApoA-11 

La apolipoproteína 2 (apoA-11) es la segunda proteína más abundante de las HDL, sin embargo la 

función biológica específica de esta proteína se desconoce. Polimorfismos en el gen de la apoA-

11 se han asociado con la composición y los niveles de HDL en humanos (Bu et al. 1994; 

Brousseau et al. 2002). En el ratón se ha observado que la sobre-expresión de este gen 

incrementa considerablemente el riesgo de desarrollar ateroesclerosis (Warden et al. 1993). 

Subsecuentes estudios han demostrado que el ratón transgénico para apoA-ll, presenta un 

incremento de JO veces en los niveles plasmáticos de triacilgliceroles, elevación de ácidos grasos 

libres y resistencia a la insulina comparada con los animales control (Castellani et al. 1997). Por 

otro lado, en pacientes con HLFC se ha observado un aumento en los niveles de apoA-11, 

comparado con los niveles de los sujetos no afectados de las mismas familias . En un estudio 

realizado en familias holandesas, se observó evidencia significativa de ligamiento para apoA-11 

(LOO score = 3.1) (Allayee et al. 2003). Sin embargo, apoA-11 tampoco ha sido considerado 

como un determinante genético primario en la HLFC. 
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LPL 

La lipasa lipoproteica (LPL) es una enzima que cataliza la hidrólisis de los triacilgliceroles 

contenidos en las partículas VLDL y los quilomicrones. En 1992, Babirak y col. demostraron 

que un 36% de sujetos con HLFC presentaban una disminución en la actividad de la LPL, 

sugiriendo que mutaciones en este gen pueden contribuir al fenotipo lipídico en la HLFC 

(Maylly et al. 1995; Hoffer et al. 1996; 1998). Sin embargo en diversos estudios se ha 

demostrado que mutaciones en la secuencia codificadora o en el promotor de la LPL no son 

causa común de la HLFC (Gagné et al. 1994; Nevin et al. 1994; Yang et al. 1995). En un estudio 

realizado por Marcil (1996), se reportó asociación negativa para LPL. Por otro lado, diversos 

estudios sugieren que el gen de la LPL actúa como un gen modificador en la HLFC (Reymer et 

al. 1995; De Bruin et al. 1996), ya que mutaciones en el gen de la LPL modifican los fenotipos 

de lípidos en sujetos con HLFC. 

LH 

La lipasa hepática (LH) es una enzima clave en el metabolismo de las lipoproteínas. La actividad 

catalítica de la LH favorece el remodelamiento de los remanentes de quilomicrones, IDLs, LDLs, 

HDLs y participa en el transporte reverso del colesterol. La función principal de la LH es 

hidroli zar los fosfolípido s y triacilgliceroles presentes en los remanentes de quilomicrones, IDL 

y HDL (Santamarina-Fogo et al. 2004). Un incremento en la actividad de la LH se ha asociado 

con partículas LDL pequeñas y densas y con una reducción en los niveles de HDL2 en plasm,a 

(Deeb et al. 1996). En pacientes con HLFC, se han reportado mutaciones en el gen de la LH, sin 

embargo no se observó evidencia de cosegregación entre el perfil lipídico y el genotipo, por lo 

que se sugiere que estos alelos de susceptibilidad tienen un efecto menor en la expresión de la 

HLFC (Gehrisch et al. 1999). Asimismo se ha observado un incremento en la actividad de la LH 

asociado con el tamaño de partícula de las LDL, colesterol HDL y niveles elevados de 

triacilgliceroles (Ayalle et al. 2000). 
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CETPy LCAT 

El locus l 6q22 contiene los genes de la lecitina colesterol acil transferasa (LCAT) y el gen de la 

proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP), ambos separados por una distancia 

aproximada de 21 cM. Este locus ha mostrado tener una participación en la expresión de la 

HLFC (Allayee et al. 1998; Aouizerat et al. 1999c). En el primer estudio (1998), se reportó 

evidencia de ligamiento para el locus CETP/LCAT (P=.03) asociado con tamaño de partícula 

LDL (análisis cuantitativo). Por otra parte, en base a la posición de marcadores analizados en 

esta región, Aouizerat y col. ( 1999), sugieren que LCA T más que CETP participa como un locus 

de susceptibilidad en la expresión de la HLFC. Estudios en ratones transgénicos en los que se 

sobre-expresa el gen de la LCA T han demostrado que los ratones presentan niveles elevados de 

partículas VLDL e LDL, similar al fenotipo de HLFC en el humano (Brousseau et al. 1996). Por 

su parte, la expresión del gen de la proteína transferidora de ésteres de colesterol puede 

influenciar la formación de partículas LDL°pequeñas y densas, adicionalmente, un incremento en 

la actividad de CETP y LCAT puede también explicar los bajos niveles de colesterol-HDL en 

pacientes con HLFC (Kwiterovich, 2000). 

Además de los genes de la proteínas que participan directamente en el metabolismo de las 

lipoproteínas, se ha sugerido también la participación de otros genes de susceptibilidad como el 

gen del receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPARy) (Pihlajamaki et al. 2000) y 

el gen del receptor 1 8 del factor de necrosis tumoral (TNFRSF 18) en la HLFC (Geurts et al. 

2000). 

Los genes que regulan la expresión de proteínas involucradas en el metabolismo de lípidos, 

pueden modular en parte la expresión y la severidad del fenotipo en la HLFC. Sin embargo, 

cuando se ha observado ligamiento asociado a un rasgo particular, estos loci parecen contribuir 

solo como genes modificadores, apoyando el concepto que la HLFC es una entidad 

genéticamente compleja y heterogénea. 
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3.3.2 Regiones previamente ligadas a la HLFC 

Actualmente, se han realizado tres escrutinios del genoma en familias con HLFC en población 

finlandesa, holandesa y británica (Pajukanta et al. 1999; Aouizerat et al. l 999b; Naoumova et al. 

2003) (Tabla 2). 

Tabla 2. Loci identificados en familias con HLFC en diferentes poblaciones. 

Población Loci Referencias 

finlandesa lq21 , 2p, 2q, 9p, lOp, JOq, Pajukanta et al. 1998 y 2003; Soro et al. 

16q, 20qy2Jq 2002 

holandesa lp, lq21, 2p, 9p, l lp, 16q y Aouizerat et al. 1999; Allayee et al. 2002; 

19q Pajukanta et al. 2003 

británica 6q, 8p, l lp Naoumova et al. 2003 

En el primer estudio realizado en 35 familias finlandesas con HLFC, se describieron distintos 

loci de susceptibilidad, incluyendo el locus 1Op11.2 asociado a niveles elevados de 

triac il gliceroles (LOO score =3.20) y el locus 2 lq2 I (LOO score = 2.24) asociado a niveles 

elevados de apoB. Adicionalmente, se identificaron las regiones JOql 1.2 (LOO score = 2.59), 

ligada a niveles elevados de colesterol y la región 2q3 l (LOO score = 2.25), ligada al rasgo de 

triacilgliceroles elevados (Paj ukanta et al. 1999). 

En el segundo escrutinio del genoma realizado en 35 familias de la población holandesa, se 

identificaron cuatro loci de susceptibilidad en los cromosomas 2p, 11 p, l 6q y J 9q asociados con 

la HLFC. (Aoui zerat et al. 1999). El valor máx imo de LOO score en múltiples puntos observado 

en este estudio fue 2.6 para el locus en cromosoma 11 . En un estudio posterior reali zado en estas 

familias (A llayee et al. 2002), se redefinieron los criterios diagnósticos, aj ustándolos con los 

criterios definidos en el análisis de las familias finlandesas. Estas modificaciones permitieron 

observar evidencia de ligamiento a la región 1 q2 l-q23 para el subfenotipo de triacilgliceroles 

elevados (LOO score 1.8) con el marcador OlSl677. En este mi smo reporte se describe un 

nuevo locus en la región p3 l del cromosoma l , asociada a niveles elevados de apoB. 
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Recientemente, en el escrutinio del genoma realizado en 158 familias de población británica 

(Naoumova et al. 2003), se identificaron tres loci de susceptibilidad asociados a la HLFC. De 

manera interesante en este estudio, se describen dos nuevas regiones cromosómicas, 6q l 6q l y 

8p23.3, ligadas con niveles elevados de triacilgliceroles y de colesterol. 

Las diferencias observadas en distintos escrutinios del genoma en diferentes poblaciones, pueden 

explicarse en parte por la heterogeneidad genética de la HLFC. Sin embargo, los criterios 

diagnósticos utilizados, el tamaño de la muestra, la estructura de las familias y los diferentes 

análisis estadísticos empleados pudieran también contribuir a las diferencias observadas en estos 

estudios. 

3.3.3 Región en el cromosoma lq21-q23 ligada a la HLFC 

El locus en la región lq2l-q23, fue el primer locus identificado en familias con HLFC. Pajukanta 

y col. ( 1998) reportaron evidencia significativa de ligamiento con dos marcadores polimórficos 

(DI S l 04 y D l S 1677), ubicados en la región lq2 l-q23 en 31 familias finlandesas extensas. El 

análisis de múltiples puntos resultó en un valor máximo de LOO score de 5.93 . Posteriormente, 

se reportaron réplicas de ligamiento en 24 familias de la población alemana y 12 familias de 

población china para el marcador D 1S194, un marcador ubicado a una di stancia de 3 cM con 

respecto al marcador D 1S104, ligado originalmente al fenotipo de la HLFC en familias 

finlandesas (Pei et al. 2000). En un tercer estudio realizado en 71 familias norteamericanas, se 

observó evidencia de ligamiento para la región lq2l-q3, con los marcadores DISI04 y DlSl677 

(LOO score máximo en múltiples puntos = 2.5), adicionalmente se reportó una posible 

. interacción entre la región en cromosoma l y la región en cromosoma 11 con los marcadores 

D l S 104 y O 11S4l27 respectivamente, obteniendo valores de LOO score (2 locus) de 3.05 (Coon 

et al. 2000). 

Estos datos proveen evidencia de que la región l q2 l-q23 es importante en la modulación de la 

expresión de la HLFC. Sin embargo, esta región no parece participar en todas las poblaciones 
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estudiadas, tal es el caso de un estudio realizado en 18 familias holandesas donde no se observó 

evidencia de ligamiento para el locus 1 q2 l-q23 (Aouizerat et al. 1999). 

Adicionalmente, los marcadores utilizados para el análisis de esta región, también han sido 

ligados con la diabetes tipo 2 (Hanson et al. 1998; Elbein et al. 1999; Wi ltshire et al. 2001; 

Hsueh et al. 2003) y el síndrome metabólico . (Langelfeld et al. 2004), lo cual sugiere que 

diferentes variantes alélicas o haplotipos en genes ubicados en la misma región, contribuyan a 

los resultados de ligamiento para la HLFC, la diabetes tipo 2 y el síndrome metabólico, lo que 

sería posible ya que estos síndromes comparten características metabólicas (Ayyobi et al. 2003). 

(Figura 2). 
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Figura 2. Región lq21-q23 asociada con la HLFC, diabetes tipo 2 y síndrome metabólico en 

diferentes poblaciones. 
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3.3.4 USFI implicado en el fenotipo de la HLFC 

Recientemente Pajukanta y col (2004), reportaron evidencia de ligamiento y asociación entre 

alelos específicos del gen USFl (Upstream stimulatory transcription factor-!) ubicado en la 

región lq21-q23 previamente ligada a la HLFC en 60 familias de la población finlandesa 

(Figura 3). En este estudio se incluyeron 721 genotipos, resultando en valores de p de 0.00002. 

Cuando se analizaron los genotipos de mujeres afectadas con niveles elevados de 

triacilgliceroles, se observó un incremento en los valores de p (0.0000009). La evidencia de 

asociación se extendió a una región de 46 Kb. 

APOAZ OIS16T7 

JE!.!!!__ - - - ! ·! §-~~ - - - - - - --~F'~'~R~U~s~F'~º="-M~.tJ-~2.=3~M=b_D_rs_rl)J_1_B~Mo_R_:X_R~G-

F11R -¡ USFf- -, 
42. 751 bp 1 5.687 bp 1 

P.'>b:L.l1HJilít8tH.m--::-:- · - ....... .... ..... ---1! C~üüi.HliHJiHlii,__ __ _., 
fllrs 1 

111 
'
54 

usl 1s1 usf1 s2 
usf1s8 

p = 0.0000009 

Figura 3. SNPs asociados con al HLFC en familias de la población finlandesa. (Modificado 

de Pajukanta et al. 2004). 

El análisis de secuencia de las 6 Kb que comprenden el gen USF 1, no mostró ninguna variante 

que resultara en un cambio de aminoácido. Estudios de expresión del mensajero de USFI 

realizados en biopsias de seis casos índice no mostraron diferencias significativas con respecto a 

los niveles de expresión en los pacientes control. Adicionalmente, Coon y col. (2005), reportaron 

recientemente evidencia de asociación para el gen USFI con niveles levados de triaci lgliceroles 

y niveles elevados de colesterol-LDL en familias norteamericanas con HLFC. 

El gen USF 1 se encuentra localizado en la región 1 q2 l-q23 previamente ligada con la HLF en 

otras poblaciones. USFl es un miembro de la familia de factores de transcripción que en el 
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hígado regula la expresión de la sintasa de ácidos grasos, una enzima clave en la lipogénesis. La 

expresión de genes para la apoA-11, apoC-Ill, lipasa hepática y ABCAI es regulada por USFI. 

En tejido adiposo USFI participa en la lipogénesis de novo mediante la expresión de respuesta a 

la insulina por FAS y acetilCoA carboxilasa. En el páncreas, USFI influencía la expresión de la 

insulina, el receptor de glucagón y genes relacionados con la subunidad catalítica de la glucosa 

6-fosfato (Casado et al. 1999; Valle! et al. 1998; Putt et al. 2004). 

Estos datos indican que USFI juega un papel importante en la regulación del metabolismo de 

lípidos en respuesta a la señalización de glucosa e insulina. Se sugiere que variaciones que 

ocurren de manera natural pueden afectar la homeostasis de lípidos por influencia de varios 

genes. Reportes recientes han demostrado que existe asociación entre polimorfismos en el gen 

USFI y el incremento en la lipólisis de adipocitos (Hoffstedt et al. 2005), por lo que el gen USFI 

podría ser clave en el estudio y la comprensión de la HLFC. 
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3.4 Modelos animales para el estudio de la HLFC 

Los modelos animales representan una estrategia útil para la comprensión de las bases genéticas 

y metabólicas de diferentes enfermedades, así como para la búsqueda de nuevas estrategias 

terapéuticas y farmacológicas. Actualmente existen tres modelos animales para el estudio de la 

HLFC: El modelo de conejo del hospital St. Thomas (La Ville, 1987), el ratón transgénico 

LDR 1 /apoC-III/CETP (Masucci-Magoulas, 1997) y el ratón mutante Hyplip 1 (Castellani et al. 

1998). 

El conejo St. Thomas, presenta una hiperlipidemia mixta, caracterizada por un incremento en los 

niveles plasmáticos de colesterol total, triacilgliceroles y una sobreproducción hepática de apoB 

(Ardem et al. 1999), un cuadro similar a la HLFC en humanos. 

El ratón transgénico LDRl/apoC-111/CETP, es otro modelo para el estudio del efecto 

fisiopatológico de la HLFC. El ratón presenta una mutación nula del receptor LDL que tiene un 

efecto sinérgico y actúa produciendo un aumento en los niveles de colesterol y triacilgliceroles. 

Recientemente, Castellani y col. ( 1998) identificaron un ratón mutante (Hcb 19) que presentaba 

un cuadro de hiperlipidemia combinada, niveles elevados de apoB e incremento en la secreción 

de las partículas VLDL. Estudios posteriores, demostraron que la hiperlipidemia en este modelo 

animal era resultado de una mutación en el locus Hyplip 1, una región sinténica a la región 

1 q2 l-q23 en humano. El ratón Hyplip 1 presenta un cuadro clásico de hipertrigliceridemia, 

hipercolesterolemia, elevación de apoB plasmática y un incremento en la secreción de 

lipoproteínas ricas en triacilgliceroles (Pajukanta et al. 2001). Posteriormente, se identificó una 

mutación en la proteína Txnip (thioredoxin interacting protein) ubicada en este locus (Bodnar et 

al. 2002). Txnip codifica para una proteína citoplasmática que se une e inhibe a la tioredoxina, 

un reguladqr importante del potencial óxido-reducción celular (Bodnar et al. 2002). Los posibles 

defectos homólogos en el locus lq2 lq23 asociado al gen Txnip de humano no han sido 

reportados. 
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11. Planteamiento del problema 

La HLFC es la forma más común de las dislipidemias de origen genético. En México se ha 

observado una alta prevalencia, desconociéndose aún las causas genéticas que la condicionan. 

Estudios realizados en diferentes poblaciones, sugieren que existe heterogeneidad genética para 

este padecimiento, por lo que es probable que en nuestra población algunos loci que condicionan 

el desarrollo de la HLFC sean distintos a los reportados para otras poblaciones. 

En este estudio se incluyeron 24 familias multi-generacionales con diagnóstico de HLFC. Estas 

familias constituyen un modelo valioso para la identificación a través de ligamiento genético y 

estudios de asociación de los loci o genes responsables del desarrollo de la HLFC en nuestra 

población. La eventual identificación de estos loci permitirá evaluar su posible participación en 

la HLFC y en otros tipos de dislipidemias, asimismo contribuirá al conocimiento de las bases 

moleculares y bioquímicas de este padecimiento. 
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111. Hipótesis 

Es posible a través del análisis de ligamiento genético y los estudios de asociación, 

identificar nuevos loci, haplotipos de riesgo y eventualmente genes de susceptibilidad 

involucrados en el desarrollo de la hiperlipidemia familiar combinada, mediante el análisis de 

familias multigeneracionales y extensas de la población mexicana. 
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IV. Objetivos 

Objetivo general 

Identificar los loci responsables de la hiperlipidemia familiar combinada en familias mexicanas. 

Objetivos específicos 

Evaluar la participación del gen de la lipasa hepática, lipasa lipoproteíca, el gen de la 

lecitina colesterol acil transferasa, apoA-11 y los genes del cluster de las apolipoproteínas 

A-1/C-III/ A-IV como posibles genes candidatos en la hiperlipidemia familiar combinada, 

a través de ligamiento genético. 

Evaluar la participación de diferentes regiones cromosómicas previamente ligadas con el 

fenotipo de la HLFC en otras poblaciones a través de estudios de ligamiento. 

En caso de identificar regiones cromosómicas asociadas a la hiperlipidemia familiar 

combinada, se utilizará la estrategia de mapeo fino y asociación genética para la eventual 

identificación de los genes responsables de esta entidad. 
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V. Métodos 

Familias en estudio 

l. Características clínicas 

Se estudiaron 24 familias de la población mexicana extensas y multigeneracionales 

diagnosticadas con HLFC. Se analizaron 314 individuos, de los cuales 144 se diagnosticaron 

como afectados. Las familias fueron captadas a través del Departamento de Endocrinología y 

Metabolismo de Lípidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 

Zubirán (INCMNSZ). Las familias incluidas en este estudio, no están relacionadas entre si. La 

raza de todos los sujetos incluidos en este estudio es mestiza. La estructura de las familias en 

término de número de generaciones, número de individuos afectados para los diferentes sub

fenotipos de la enfermedad se muestra con detalle en la tabla 3. 

Tabla 3. Estructura de las 24 familias con HLFC incluidas en este estudio. 

Individuos con ADN disponible (H/M) 

Casos índice (H/M) 
Estructura de las familias 
No. de familias con 2 generaciones* 
No. de familias con 3 generaciones 
No. de familias con 4 generaciones 

No. de familias con menos de 5 afectados 
No. de familias con 5 afectados 
No. de famili as con mas de 5 afectadost 

No. de sujetos afectados (H/M) 
TG 2: 90 percentila (H/M) 
CT 2: 90 percentila (H/M) 
Fenotipo 28 combinado (H/M) t 
HDL-C .S 10 percentila (H/M) 
HLFC§ 

314(147 / 167) 

24(12 / 12) 

5 
13 
6 
8 
6 
10 

56 (24 / 32) 
88 (30 / 58) 
34 ( 1 o/ 24) 
20 ( 12 / 8) 

144 (54 / 90) 

H/M indica hombre/mujer; TG, triacilgliceroles; CT, colesterol total; HDL-C, HDL colesterol ; * 

Número de generaciones genotipificadas con individuos afectados y no afectados; t El número 

máximo de individuos afectados fue 14; t fenotipo combinado 28 : CT y TG 2: 90 percentila 

específica por edad/sexo para población mexicana; §HLFC: TG y/o TC 2: 90 percentila. 
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1.1 Criterios diagnósticos de inclusión 

Los criterios diagnósticos de inclusión para la HLFC, se determinaron por la presencia de 

hiperlipidemia primaria con expresión fenotípica variable, hipertrigliceridemia, (> 90 percentila) 

y/o hipercolesterolemia (> 90 percentila), ajustadas por edad y sexo y definidas con base en 

percentilas para la población mexicana (Aguilar-Salinas et al. 2001; Valles et al. 2002). 

Recientemente, Veerkamp y col. (2004) reportaron que un criterio de inclusión importante en el 

diagnóstico de la HLFC, adicional de los niveles elevados de colesterol y triacilgliceroles, son 

los niveles elevados de apolipoproteína B. En el presente estudio todos los casos índice presentan 

niveles elevados de apoB (valores > 90 percentila para la población mexicana). 

En todas las familias se observó al menos un familiar en primer grado con fenotipo 

hiperlipidémico distinto al del caso índice y la manifestación de enfermedad arterial coronaria 

prematura, definida por la presencia de eventos coronarios en el caso índice o en al menos un 

familiar de primer grado. Como la expresión de la HLFC es dependiente de la edad, todos los 

individuas menores de 20 años fueron designados con estatus desconocido. 

1.2 Criterios diagnósticos de exclusión 

Se utilizaron criterios de exclusión para descartar la presencia de otro tipo de dislipidemia 

primaria o secundaria en los casos índice, como la presencia de diabetes tipo 2, xantomas 

tendinosos, distiroidismo, enfermedad renal y un IMC>30. 

Para todos los sujetos incluidos en el estudio se completó un cuestionario sobre sus antecedentes 

médicos, hábitos de tabaquismo e ingesta de alcohol. El protocolo de este estudio fue aprobado 

por el Comité Institucional de Investigación Biomédica en Humanos del INCMNSZ. Todos los 

sujetos incluidos en el presente estudio otorgaron consentimiento informado y por escrito (Ver 

Anexo l. 
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2. Métodos analíticos de laboratorio 

Todas las mediciones de lípidos en plasma se realizaron pre y post tratamiento. Las pruebas de 

laboratorio y las med iciones de la concentración en suero de colestero l y triacilgliceroles se 

realizaron con métodos comerciales estandarizados (SERA-PAK®). Los niveles de colesterol 

HDL se determinaron utilizando ácido fosfotúngstico y Mg2+ y la concentración de colesterol 

LDL fue estimada med iante la fórmula de Friedewald. Las mediciones de apoB se realizaron 

utilizando un ensayo comercial de Beckman (Beckman®). La determinación de glucosa se llevó 

a cabo por el método enzimático de la glucosa oxidasa. Todas las mediciones se realizaron en el 

laboratorio del Departamento de Endocrinología y Metabolismo de Lípidos del INCMNSZ 

mediante procesos estandarizados. Este laboratorio cuenta con la certificación para la 

estandarización de pruebas de laboratorio del "Externa] Comparative Evaluation of Laboratories 

Program ofthe Co llege of American Pathologists". 

3. Extracción de ADN 

El aislamiento de ADN se realizó por medio de lisis hipotónica de eritrocitos a partir de sangre 

total o de líneas linfocíticas, a través de la digestión con proteinasa K, seguida por una extracción 

con fenol/cloroformo. La cuantificación de las muestras de ADN se estimó por medio de 

electroforesis utilizando estándares comerciales. Los ADNs geonómicos fueron almacenados a 

4ºC. 

4. Genotipificación de marcadores 

4.1 Marcadores microsatélites para el estudio de genes candidatos funcionales 

La genotipificación de los marcadores se realizó utilizando el protocolo estándar de la PCR. Los 

productos de amplificación fueron separados por electroforesis en un secuenciador automático de 

ADN (Applied Biosystems 373). Se utilizaron marcadores intragénicos para cada uno de los 

genes candidatos analizados (lipasa lipoproteica, lipasa hepática, el gen de la lec itina colesterol 

acil transferasa, apoA- 11 y el gen del cluster de las apolipoproteínas A-l/C-111/ A-IV). Estos 
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marcadores fueron seleccionados mediante diferentes bases de datos: GDB database 

(http ://gdb.org), CEPH Genotype Database (http://cephb.fr/cephdb/}, y GeneMap'99 

(http ://.ncbi.nlm.nih.gov/genmapQ. 

4.2 Marcadores microsatélites para el análisis de la región lq2lq23 

Los marcadores genéticos para el análisis del cromosoma 1, fueron los previamente reportados 

en otros estudios (Pajukanta et al. 1998; Pei et al. 2000). No obstante, utilizamos datos de 

marcadores adicionales para el análisis de ligamiento en esta región, los marcadores fueron 

seleccionados de diferentes bases de datos: GDB database (http://gdb.org), CEPH Genotype 

Database (http://cephb.fr/cephdb/), con base en su informatividad y ubicación. 

4.3 Marcadores microsatélites para el estudio las regiones cromósomicas 2p, 9p, IOp, llp, 

16q, 19q y 2lq 

Se analizaron 26 marcadores microsatélites distribuidos en siete regiones cromosómicas 

previamente ligadas a la HLFC y a los diferentes subfenotipos de la enfermedad reportados para 

otras poblaciones (2p, 9p, 1 Op, 11 p, 16q, l 9q y 21 q). Los marcadores se seleccionaron a partir de 

los resultados obtenidos en estudios previos (Aouizerat et al. 1999, Pajukanta et al. 1999, 2003). 

Los marcadores microsatélites fueron genotipificados usando un secuenciador automático (ABI 

Prism 3700 ADN Analyzer). Los datos fueron analizados utilizando el programa Genotyper 3.7 

(ABI®). 

S. Genotipificación de SNP's 

Para el análisis de la región en cromosoma 1, se genotipificaron un total de 13 SNPs para el 

análisis del gen USFl y dos genes que lo flanquean (Fl 1 R y el gen LOC257 l 06), ocho de los 

SNPs analizados fueron previamente reportados por Pajukanta y col. (2004). Adicionalmente, se 

incluyeron cinco SNPs en la región (rsl0231 IS, rs1240334, rs2481084, 2774279 y rs3813610). 

Los SNPs fueron seleccionados en diferentes bases de datos (The dbSNP database, The Hapmap 

Project database) La genotipificación se realizó mediante la técnica de pirosecuenciación, 
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(http://www.pyroseguencing.com). Los genotipos se analizaron en una plataforma 

automatizada PSQHS96A. 

6. Análisis de secuencia del gen TXNIP 

Se secuenciaron los 8 exones que comprenden el gen TXNIP, incluyendo las uniones exón-intrón 

y 1 kB de la región promotora, usando oligonucleótidos específicos basados en la secuencia 

reportada en el Gene Bank (NM_006472.1). El análisis de secuencia se realizó en los casos 

índice de las familias 1-7 (ver árboles genealógicos en el apéndice 1). La reacciones de secuencia 

fueron realizadas con Big Oye Terminator Kit v3 usando un secuenciador 3100 (Applied 

Biosystems). 

7. Análisis de secuencia del gen USFI 

Se secuenciaron los 11 exones que comprenden el gen USFI, incluyendo las uniones exón

intrón. El análisis de secuencia se realizó en 4 casos índice (Fam. 1,4,5, 1 O ver árboles 

genealógicos anexo II), todos los casos índice seleccionados presentaban el haplotipo de riesgo 

(1-1) y 4 sujetos control (esposos). La reacciones de secuencia fueron realizadas con Big Oye 

Terminator Kit v3 usando un secuenciador 3100 (Applied Biosystems). El análisis de secuencia 

se realizó con el programa sequencher 4.2 (Gene codes corporation®). 
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8. Análisis estadístico 

8.1 Análisis estadístico para el estudio la región lq21q-23 

En la primera etapa del estudio, el análisis de ligamiento genético se real izó utilizando el 

programa GENEHVNTER-TWO LOCUS (Strauch et al. 2000) para el análisis de dos puntos (un 

marcador-un fenotipo) y GENEHUNTER-PLUS (Kong y Cox, 1997), para el análisis de 

múltiples puntos (evalúa la participación de un grtipo de marcadores con un fenotipo). Se realizó 

el análisis de ligamiento paramétrico y no paramétrico. En base a reportes previos y a que no 

existen estimaciones epidemiológicas de la frecuencia de la HLFC en México, se asumió la 

frecuencia del gen de 0.006 para el modo de herencia dominante y 0.1095 para el modo de 

herencia recesivo, previamente reportado en otras poblaciones (Pajukanta et al. 1998, 1999, 

2003, 2004). Debido a que se ha observado heterogeneidad genética para este padecimiento y 

que la población en estudio no es homogénea (población mestiza), se estimó el valor de LOO 

score de heterogeneidad (HLOD), el cual pem1ite determinar si existe la participación de una 

región (locus) común en un grupo de familias. Las frecuencias alélicas utilizadas en el análisis, 

fueron determinadas a partir del estudio de individuos no relacionados de la población mexicana. 

El análisis de ligamiento con marcadores microsatélites se realizó para el rasgo de HLFC, niveles 

elevados de triacilgliceroles (TG) y niveles elevados de colesterol (CT). 

8.2 Análisis estadístico para el estudio de asociación para USFI 

Para evaluar la contribución del gen USFl en las familias con HLFC de la población mexicana, 

se utilizaron los mismos programas estadísticos empleados previamente en el estudio de 

asociación con el gen USFl reportado en la población finlandesa (Pajukanta et al. 2004). Se 

utilizaron los programas Haplotype-based haplotype risk (HHRR) (Terwiller y Ott, 1992) 

Gamete Competition (Sinsheimer et al. 2000) y Family-Based Association Test (FBA T) (Laird et 

al. 2000), El programa HHRR permite evaluar la distribución entre alelos transmitidos y no 

transmitidos. El programa Gamete Competition asume la hipótesis nula de no asociación y no 

ligamiento, con este programa el análisis de ligamiento contribuye al valor de p observado. El 
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programa FBAT compara la hipótesis nula (no ligamiento) con la hipótesis alterna de ligamiento 

para un determinado marcador, este programa es útil para determinar asociación o asociación en 

presencia de ligamiento. El programa FBAT tiene dos opciones, la opción -o (offset) mide no 

solamente la transmisión preferencial del haplotipo de susceptibilidad de los individuos 

afectados en una familia, sino que también mide la transmisión preferencial en los sujetos no 

afectados, siendo esto útil en el análisis de familias extensas. La opción -e (empirical), es una 

prueba estadística que usa una varianza empírica, esta opción es útil para determinar asociación 

en una área en la que previamente se detectó ligamiento (la hipótesis nula asume ligamiento pero 

no asociación). El análisis de haplotipos entre SNPs se realizó utilizando el programa HBAT. 

Diferentes anális is estadísticos fueron utilizados con la finalidad de corroborar los resultados. Se 

evaluó el fenotipo de HLFC y el subfenotipo TG. 

Para determinar el desequilibrio de ligamiento genético (LO) entre los diferentes SNPs 

analizados, se utilizó el programa JUN: JA VA LO PLOTTER 

(http://www.genepi.com.au/project/ j 1 in). 

8.3 Análisis estadístico para las regiones 2p, 9p, top, 11 p, l 6q, l 9q y 21 q 

Se realizó el análisis de ligamiento paramétrico y no paramétrico, utilizando los programas 

MLINK y SlBPAIR respectivamente, implementados en el paquete ANALYZE (Goring y 

Terwiller, 2000). El análisis de ligamiento no paramétrico se realizó mediante el método de pares 

de hermanos (ASP, por sus siglas en inglés: analysis sib-pair). El método computa el número de 

alelos compartidos y no compartidos entre todos los hermanos afectados y un solo caso índice 

(Holmans, 1998; Freimer y Sabatti, 2004). Se utilizó el programa GENE-HUNTER PLUS para 

el análisis de ligamiento en múltiples puntos. Las frecuencias alélicas de todos los individuos 

fueron calculadas utilizando el programa DOWNFREQ (Goring y Terwiller 2000b). Para 

detectar inconsistencias de segregación dentro de las familias, se utilizó el programa PedCheck 

(O'conell y Weeks, 1998). Se utilizó el programa SIMWALK para determinar inconsistencias en 
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los eventos de recombinación dentro de las familias y la opción MISTYPING del programa 

MENDEL (Lange et al. 2001 ), para detectar errores de genotipificación. 

El análisis de ligamiento con marcadores microsatélites se realizó para el rasgo de HLFC y para 

los diferentes subfenotipos característicos de este padecimiento: niveles elevados de 

triacilgliceroles (TG), niveles elevados de colesterol (CT), y bajos niveles de colesterol HDL. 
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VI. Resultados 

l. Resultados clínicos y mediciones de laboratorio 

Los resultados clínicos y las mediciones de laboratorio de los sujetos en estudio divididos en 

diferentes grupos: no afectados, esposos y casos índice se muestran en la tabla 4. El perfil de 

lípidos concuerda con los criterios de diagnóstico para la HLFC observados en otras 

poblaciones, el diagnóstico fue confirmado en las 24 familias incluídas en este estudio. 

Tabla 4. Características fenotípicas de los miembros de las familias en estudio. 

No afectados 

H/M 

n 123 (59/64) 

Edad 39.4± 17.2/37.1± 17.6 
(años) 
IMC 23.9±4.6/24.1±3.6 

(kg/m2
) 

CT 5.4±0.8/5.4±0.9 
(mmol/L) 

TG 1.5±0.3/ 1.7±0.9 
(mmol/L) 

HDL-C 1.2±0.5/ 1.5±0. 7 
(mmol/L) 

apoB 90.2±30.3/87 .7±27 .6 
(mg/dL) 
Glucosa 4. 7±0.9/4.9±0.8 

(mmol/L) 

Esposos 

H/M 

32(17/15) 

49.5±11.0/47.4±9.5 

26.0± l .87 /26.5±3 .4 

4.8±1.0/5.1±0.9 

2.4± 1.0/ 1.3±0.9 

0.9±0.2/ 1.3±0.6 

99 .0±27.3/88.2±24.3 

4.7±0.7/4.9±1.2 

Casos índice 

H/M 

24 (12/12) 

53.4± 12.2/58.7± 14.1 

26.8±3.3/27.1±5.9 

6.5±0.617.3±1.4 

4.1±0.7/4.1±0.6 

0.9±0.1 /0.9±0.2 

127 .6±16.0/135.9±23 .5 

4.9±1.3/5.0±0.7 

Los valores representan el promedio ± DS. H/M indica hombre/mujer; IMC, índice de masa 

corporal; CT, colesterol total; TG, triacilgliceroles; HDL-C, colesterol-HDL; aP.OB, 

apolipoproteína B. 
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2. Análisis de Ligamiento en Genes Candidatos funcionales 

Se analizaron 7 genes involucradas en el metabolismo de lípidos con un papel potencial en la 

fi siopatología de la HLFC (LH, LPL, apoA-fl, apoA-I/C-111/ A-IV y LCAT), en 7 familias 

incluidas en la primera etapa del estudio (árboles genealógicos 1-7). 

No se observó evidencia significativa de ligamiento para ninguno de los genes analizados, sin 

embargo, debido a que valores de -2 son considerados como valores de exclusión de ligamiento, 

no fue posible descartar la participación de los genes analizados en estas familias (Tabla 5). 

Tabla S. Valores de HLOD obtenidos en el estudio de 7 genes candidatos funcionales. 

Gen HLFC TG TC * 

HLOD (a.) HLOD (a.) HLOD (a.) 

Cluster apoA-1/C-
111/A-IV/A-5 
ApoA-1 -0.0004 (.0005) -0.0003 (.0004) 0.024(.07) 0.38 
(intragénico) 
DI IS1989 -0.0001 (O) O (O) 0.0001 0.45 

(.000 1) 
Lipasa lipoproteíca 
LPL (intragénico) O (O) 0.31 (.28) O (O) 0.52 
Lipasa hepática 
l-IL (Intragénico) 0.299 (.16) -0.0001 (.000 1) 0.19 (.19) 0.41 
LCAT 
Dl6S496 -0.0002 (.0001) 0.042 (.1 O) 0.006 (.07) 0.42 
Dl6S2624 - 0.000 1 (.0001) O.O 16 (.08) O (O) 0.4 

* lnformatividad de los marcadores. a (proporción de familias ligadas). 
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3. Análisis de ligamiento en dos puntos para la región lq21-q23 

Debido a la consistencia de las réplicas observadas en otras poblaciones para la región lq21-q23 

ligada a la HLFC, se analizó esta región utilizando 11 marcadores microsatélites ubicados en un 

intervalo de 22 cM. Se utilizó el programa GENEHUNTER-PLUS para determinar el HLOD 

(LOO score de heterogeneidad) con el propósito de evaluar la contribución de este locus en las 

familias. El valor máximo de ligamiento se observó con el marcador DlS2768 para el rasgo de 

niveles elevados de triacilgliceroles e HLFC, resultando en valores de HLOD de 1.93 (a =0.43) 

y 1.67 (a =0.49) y valores de NPL de 2.35 y 2.91 respectivamente (Tabla 6). 

Tabla 6. Valores de HLOD y NPL obtenidos en el análisis de la región lq21q23. 

HLFC TG TC 

Marcador cM HLOD NPL (p) HLOD NPL (p) HLOD NPL (p) 
(a.) (a.) (a.) 

DlS2635 165.6 1.017 0.97 0.70 0.35 -0.001 O.IS (.41) 
(.41) (.16) (.24) (.355) (O) 

apoA-ll 170.8 0.27 (.48) 1.09 0.198 l.07 -0.002 0.26 (.37) 
(.14) (.42) (.126) (O) 

DlS2768 172.9 1.67(.49) 2.91 l.93 2.35 0.72 1.19(.104) 
(.003) (.43) (.O 1) (.22) 

D1Sl04 175.2 0.43 (.28) 1.66 0.70 l.60 0.58 0.93 (.15) 
(.055) (.40) (.049) (.31) 

DlS400 175.2 0.11(.26) 3.06 0.02 2.58 0.21 1.54 (.056) 
(.002) (.098) (.005) (.16) 

HLOD, LOO score de heterogeneidad; NPL, LOO score no paramétrico; HLFC, fenotipo 

combinado; TG, rasgo niveles elevados de triacilgliceroles; CT, rasgo niveles elevados de 

colesterol (cL) proporción de familias ligadas; (p) valor de p. 

El análisis de múltiples puntos mostró evidencia de ligamiento con el marcador O 1 S2768 

resultando en valores de NPL de 4.0 (p = 0.0001), 3.6 (p = 0.0003) y 1.38 (p = 0.07f para los 

fenotipos de HLFC, TG y CT respectivamente. 
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3.1 Análisis de dos puntos para la región 1q21- q23 por familia 

Para evaluar la contribución de cada una de las familias en el resultado de ligamiento positivo 

para este locus, se realizó un análisis de dos puntos en cada familia para los rasgos de HLFC, TG 

y CT. El valor de LOO score máx imo obtenido fue de 2.01 para el marcador DIS2768 en la 

familia 1 (Ver Árbol genealógico 1) (Tabla 7). 

Tabla 7. Resultados del análisis de ligamiento en dos puntos para la región lq21-q23. 

Familia Marcador HLFC TG CT 

DIS2768 2.01 1.93 1.70 

2 DlS400 0.05 

3 

4 DIS104 0.50 0.84 0.77 

5 DIS2768 0.28 1.19 o.o 
DIS400 0.39 0.58 1.13 

6 DlS2768 0.58 

7 apoA-11 0.13 

4. Análisis de la secuencia del gen TXNIP 

De manera interesante, el valor de LOD score máximo obtenido en el análisis de múltiples 

puntos (cercano al marcador DlS2715), se localizaba muy cerca en el mapa físico al gen TXNIP, 

un candidato interesante por los reportes previos y por su asociación con el fenotipo de HLFC en 

el ratón (Castellani, et al. 1998) . Se secuenciaron los 8 exones y las uniones exón-intrón del gen 

y 1 Kb del promotor de todos los casos índice de las familias 1-7, sin encontrar cambios en la 

secuencia del gen asociados al fenotipo. 
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5. Estudios de asociación para el análisis del gen USFl 

Debido a la evidencia de ligamiento observada en nuestras familias en la región l q21-q23 y a la 

evidencia de asociación para el gen USFl reportada recientemente en familias de la población 

fin landesa (Pajukanta et al. 2004), se analizaron 13 SNPs, ubicados en una región que 

comprende 88 Kb, se incluyeron 8 SNPs previamente asociados a la HLFC y al rasgo de 

triaci lgliceroles elevados en población finlandesa. Para este análisis de incluyeron 17 fami lias 

adicionales, anal izando un total de 24 fami lias de población méxicana mult igeneracionales y 

extensas. Las asociaciones significativas del análisis de asociación, uti lizando diferentes 

programas estadísticos (ver Métodos), se muestra con detalle en la tabla 8. 

Tabla 8. Resultados del análisis de asociación con SNPs para el análisis del gen USFl para 

el rasgo de triacilgliceroles e HLFC 

Gen SNP Distancia Triacilgliceroles HLFC 
entre p* pt Pt p* Pt Pt 
SNPs -o -o 
(pb) -e -e 

lG rs l023 l l 5 3, 145 
IG rsl240334 30,260 
Fl lR rs836 21,390 

(fl l rsl)§ 
Fl lR rs248 l084 7,140 
Fl IR (fl l rs4)§ 10,572 0.02 0.002 0.00 1 0.01 0.006 

0.04 
Fl IR rs4339888 2,197 

(fl l rs5)§ 
USFl rs3737787 1,239 0.005 0.005 0.05 0.01 0.02 

(usfl s 1 )§ 0.02 0.05 
USF I rs2073658 593 0.04 0.003 0.00 1 0.05 

(usfls2)§ 
USF I rs2073656ll 1,235 
USFl rs2073655ll 1,780 
USF l rs25 l 6838 3,186 

(usfls8)§ 
LOC257106 rs2774279 5,083 
LOC257106 rs38136 l O 
Todos los resultados representan valores de p; *valores de p obtenidos con el programa HHRR; t 
valores de p para ligamiento y asociación obtenidos con el programa gamete competition; t 
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valores de p obtenidos con el programa FBAT usando las opciones - o y -e respectivamente. 

Todas las celdas en blanco indican valores de P >0.05. E (exón), 1 (intrón), IG (SNPs 

intergénicos), ITLN2, gen de la interlectina 2, Fl IR, gen Fl IR, gen USFI , LOC257106, 

proteína hipotética LOC257106. Las distancias entre SNPs, se basan en las distancias reportadas 

por la UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu). § SNPs asociados previamente en 

población finlandesa. 

Los resultados obtenidos en el análisis de SNPs utilizando diferentes programas estadísticos, 

mostraron evidencia de ligamiento y asociación con los SNPs hCV 1459766, rs3737787 y 

rs2073658. 

5.1 Análisis de haplotipos 

Se realizó el análisis de haplotipos con aquellos SNPs en los que se mostró evidencia de 

asociación hCV l459766, rs3737787 y rs2073658. El valor de p mas significativo se observó con 

los SNPs hCV l459766-rs3737787 , para el rasgo de TG (P= 0.0009) (Tabla 9). 

Tabla 9. Análisis de haplotipos para los rasgos de HLFC y TG usando el programa HBAT. 

Haplotipo de SNPs Haplotipo de SNPs 

hCV l 459766-rs3737787 ~3737787~s2073658 

HBAT-e TG HLFC TG HLFC 

Haplotipo 11 0.0009 0.02 0.006 0.03 

Haplotipo 22 0.001 0.02 0.02 0.06 

El haplotipo de susceptibilidad fue 1-1 ( 1 indica el alelo mas frecuente). El haplotipo 2-2 (2 

indica el alelo menos frecuente). 

El desequilibrio ligamiento entre los 13 SNPs incluidos en el análisis se muestra con detalle en la 

Figura 4. Se observó un desequilibrio de ligamiento mayor en los casos índice cuando se 
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comparó con el grupo de individuos control (esposos), para los SNPs que mostraron evidencia 

significativa de asociación (hCV 1459766, rs3737787 y rs2073658). 

la. Esposos 

rs3813610 

rs2774279 

rs2516838 

rs2073655 

rs2073656 

rs2073658 

rs3737787 

rs4339888 

hCV1459766 

rs2461084 

rs636 

rs1240334 

rs1023115 

0.00 

.. ,. 

.... 

0.00 

J.00 ,..., 

lb. Casos índice 

o· [I ==r:1 ==]J,.3:.· -!!l"'~""'~•···-8 ~ ~ ~ ~ 8 
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rs2n4279 

rs2516838 

rs2073655 

rs2073656 

rs2073658 

rs3737787 

rs4339888 

hCV1459766 

rs2481064 

rs836 

rs1240334 

rs 10231 15 

Figura 4. Desequilibrio de ligamiento entre los SNPs incluidos en este estudio. La ubicación 
de los SNPs esta dada en pares de bases. La escala del valor de O' se muestra en la parte 
superior de la figura 1 a y lb respectivamente. La escala de r2 se presenta en la parte izquierda de 
la figurala y lb. 
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6. Análisis de secuencia del gen USFl 

Debido a la evidencia de asociación entre el fenotipo de HLFC y los niveles elevados de 

triacilgliceroles, en las familias en estudio se analizó el gen USFI por secuenciación automática. 

Se secuenciaron los 11 exones y las uniones exón-intrón del gen USF I, se identificaron 6 

variantes alélicas, sin embargo ninguna de estas variantes codifica para un cambio de aminoácido 

(Tabla 10). 

Tabla 10. Variantes identificadas en la secuencia del gen USFI. 

Exón SNP cambio Posición 

Promotor rs 1556259 crr 157827722-157827722 

rs6686076 AIG 157826385-157826385 

2 rs2073653 AIG 157825833-157825833 

5 rs2774276 CIG 157824789-157824789 

6 rs2516840 TIC 157824390-157824390 

7 rs25 l 684 I TIC 157823847-157823847 
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7. Análisis de ligamiento para las regiones 2p, 9p, IOq, llq, 16q, 19q y 2lq 

Debido a que la HLFC es una entidad compleja y heterogénea, se analizaron 7 diferentes 

regiones cromosómicas (2p25 . I, 9p23, IOq l 1.23, l lq 13, 16q24. I, l 9q 13 y 2 lq2 l ), previamente 

ligadas al fenotipo de la HLFC y a los diferentes subfenotipos característicos de esta entidad en 

población caucásica. Se observó evidencia de ligamiento para el cromosoma 16, asociado al 

rasgo de colesterol total. (Tabla l l ). El valor de LOO score máximo obtenido fue para el 

marcador O l 6S505 (ASP= 2.6). Adicionalmente, se realizó el análisis por múltiples puntos para 

esta región, sin embargo los valores de LOO score no fueron significativos. 

Tabla 11. Resultados del análisis de ligamiento paramétrico de dos puntos y no 

paramétrico en pares de hermanos (ASP) para el análisis del cromosoma 16 asociado al 

rasgo de CT. 

Marcador 

016S507 
D16S505 
Dl6S3091 

Posición* 

(cM) 

105.17 
108.96 
111.12 

LOO scoret 

0.1 (0 .3) 
0.6 (0.1) 
0.2 (0.3) 

ASP 

LOO score 

1.1 
2.6 
o.o 

ASP, prueba de pares de hermanos. *La posición de los marcadores esta basada en Marshfield 

Center for Medica) Genetics Database (http://www2.marshfieldclinic.org). t Máximo LOO score 

observado usando un modo de herencia dominante. La fracción de recombinación esta dada entre 

paréntesis. No se observó evidencia significativa de ligamiento para las otras regiones 

cromosómicas anali zadas (ver anexo Ill). 

Adicionalmente, valores sugestivos de ligamiento fueron observados en el análisis de la región 

1Oq11-23, resultando en valores máximos de LOO score de 1.8 para el marcador O 1OS1772, 

ligado al rasgo de niveles elevados de triacilgliceroles, sin embargo, para el análisis de múltiples 

puntos no se obtuvieron valores de LOO score significativos. No se observó evidencia de 

ligamiento para las regiones 2p, 9p, 11 p, l 9q y 2 lq (Anexo lll). 
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VII. Discusión 

Las enfennedades complejas, como la ateroesclerosis, la diabetes, la hipertensión arterial y la 

hiperlipidemia familiar combinada se definen como aquellas enfermedades comunes causadas 

por la alteración de múltiples genes de susceptibilidad que a su vez son influenciados por la 

presencia de factores ambientales. La hiperlipidemia familiar combinada es la más común de las 

di slipidemias de tipo familiar asociada con la enfermedad arterial coronaria prematura. En el 

presente estudio se analizó de manera extensa el componente genético de la HLFC en 24 familias 

multigeneracionales de la población mexicana mediante la utilización de diferentes estrategias 

metodológicas que han sido exitosamente empleadas para la identificación de los genes 

asociados con la enfermedad en otras poblaciones. 

l. Análisis de genes candidatos funcionales 

Aunque la HLFC fue descrita originalmente como un padecimiento monogénico (Goldstein et al. 

1973), estudios posteriores demostraron que la HLFC tiene un componente oligogénico 

(K witerovich, 1993; Aouizerat et al. 1999). Diversos estudios en diferentes genes candidatos 

funcionales han demostrado la participación de múltiples genes en la expresión de la HLFC. Para 

evaluar la contribución de los genes candidatos más estudiados en otras poblaciones como el 

gen de la lipasa lipoproteíca (Gagné et al. 1994; Reymer et al. 1995; Yang et al. 1995), el gen de 

la lipasa hepática (Allayee et al. 2000), el gen de la lecitina colesterol acil transferasa (Aouizerat 

et al. l 999c), el gen de la apoA-11 (Allaye et al. 2003) y el gen del cluster de las apolipoproteínas 

apoA-1/C-lll/A-IV/ A-5 (Wojciechowski et al. 991; Marcil et al. 1996; Dallinga-Thie et al. 

1997; Wijsman et al. 1998), se analizaron marcadores microsatélites intragénicos o cercanos a 

cada uno de estos genes en siete familias de la población mexicana con HLFC. 

El análisis de ligamiento en dos puntos no mostró evidencia significativa de ligamiento para 

ninguno de los genes candidatos analizados (Tabla 5). Sin embargo no se pudo descartar la 

participación de los genes de la LH, LPL y apoA-11 como genes de susceptibilidad asociados 

con la HLFC, ya que valores de -2 son considerados como valores de exclusión. Estos resultados 
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pueden ser en parte debido al número relativamente pequeño de familias y/o a la heterogeneidad 

genética de la HLFC. No obstante, en reportes previos en diferentes poblaciones se han reportado 

valores modestos de ligamiento para los mismos genes candidatos funcionales analizados, 

concluyendo que ninguno de estos genes participa de manera primaria en la regulación del 

metabolismo de lípidos, si bien se considera que pueden contribuir como genes modificadores. 

2. Evidencia de ligamiento para la región lq21-q23 

Reportes previos en diferentes poblaciones (Pajukanta et al. 1998; Pei et al. 2000; Coon et al. 

2000) han demostrado la contribución de la región 1 q2 l-q23 en la expresión de la HLFC. 

Adicionalmente, esta región ha resultado de interés debido a que ha sido involucrada también 

con el síndrome metabólico y la diabetes tipo 2. Esta región comprende diferentes genes que 

participan en el metabolismo de lípidos, entre los que destacan, apoA-II y USF 1. 

Para determinar la contribución de la región 1 q2 l-q23 en la expresión de la HLFC en las familias 

mexicanas con HLFC (árboles genealógicos 1-7-anexo II), se evaluó a través de ligamiento 

genético la participación de 11 marcadores microsatélites distribuidos en una región de 22 cM. 

El análisis de ligamiento en dos puntos mostró un valor de LOO score máximo de 

heterogeneidad para el marcador DIS2768 de 1.93 (a.= 0.43) para el rasgo de TG. El análisis de 

múltiples puntos mostró valores de ligamiento de 1.27 (a.= 0.46) y 1.64 (a.= 0.38) para el rasgo 

de HLFC y TG. El marcador DIS2768 se encuentra localizado a una distancia aprox . de 2 cM 

respecto al marcador D 1S104 que fue originalmente ligado con la HLFC en familias de la 

población finlandesa (Pajukanta et al. l 998) y posteriormente en familias de la población 

norteamericana (Coon et al. 2000). Asimismo, Peí y col. (2000) observaron valores de HLOD de 

dos puntos de 1.52 y l .40 en el análisis de la población china y alemana con el marcador D 1S194 

ubicado a una distancia de aproximada de 3 cM del marcador DIS2768. 

Los resultados de ligamiento en las familias mexicanas se pudieron confirmar con el análisis de 

múltiples puntos no paramétrico (NPL) para el fenotipo de la HLFC y TG, resultando en valores 

de LOO score de 4.00 (p = 0.0001) y 3.68 (p = 0.0003), respectivamente para el marcador 
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DIS2768. De manera interesante los resultados obtenidos en este estudio muestran valores 

máximos de LOO score para los fenotipos de HLFC y triacilgliceroles elevados, al igual que lo 

observado en los reportes previos (Pajukanta et al. 1998; Pei et al. 2000; Coon et al. 2000). Los 

resultados de ligamiento observados en las diferentes poblaciones analizadas, extienden la 

evidencia de ligamiento a un intervalo de 6 cM. 

Debido a que la HLFC es una entidad genéticamente heterogénea, se realizó un análisis de dos 

puntos en cada una de las familias para evaluar la contribución de cada una de ellas. El valor de 

LOO score máximo observado fue de 2.01 para el marcador DIS2768 en la familia 1 (Ver Árbol 

genealógico !-Anexo ll) (Tabla 7). Estos datos sugieren la participación de otros loci en la 

expresión de la HLFC en la mayoría de nuestras familias y por lo tanto heterogeneidad genética 

para este padecimiento en la población mexicana. 

Estos datos proporcionan la primera evidencia de ligamiento a la región 1 q2 l-q23 en familias 

con HLFC en la población mexicana. Este hallazgo es consistente con los resultados observados 

en las poblaciones finlandesa, china, alemana y norteamericana, lo cual sugiere un locus común 

para HLFC y específicamente, para el rasgo de triacilgliceroles elevados, aún a pesar de la 

heterogeneidad del padecimiento y la diversidad étnica de las poblaciones estudiadas. 

3. Análisis de secuencia del gen TXNIP 

Desde la identificación de una mutación en la proteína Txnip (thioredoxin interacting protein) en 

el ratón mutante Hcb 19, que resultaba en una dislipidemia mixta similar a lo observado en 

pacientes con HLFC (Bodnar et al. 2002), y a la sintenia de esta región con la región lq21-q23, 

previamente ligada a la HLFC en humanos (Pajukanta et al. 1998; Coon et al. 2000; Pei et al. 

2000), el gen TXNIP resultó un gen candidato posicional interesante para el estudio de la HLFC. 

Estudiamos por secuencia directa los 8 exones que constituyen el gen, las uniones exón-intrón y 

1 Kb de la región promotora del gen humano TXNIP, en 7 casos índice de las familias en 

estudio, y no se identificaron cambios en la secuencia en ninguno de los individuos, por lo que 

se descartó este gen como responsable de la HLFC en las familias analizadas. Pajukanta y col 

(2004) y Vander y col. (2004b) estudiaron la participación del gen TXNIP en familias de la 
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población finlandesa y norteamericana respectivamente y en ningún caso se identificaron 

variantes alélicas que resultaran en cambio de aminoácido. Por lo tanto se sugiere que el gen 

TXNIP, no participa en la expresión de la HLFC en el humano. 

50 



4. USFl asociado con el fenotipo de HLFC 

Recientemente, USFI fue reportado como el primer gen mayor asociado con la HLFC en 

familias de población finlandesa. USFI es un gen que se encuentra localizado en la región lq23 

y que juega un papel importante en la regulación del metabolismo de lípidos en respuesta a 

señalización de glucosa e insulina. 

En el presente estudio se evaluó la contribución de USFl en las familias de la población 

mexicana a través de asociación genética, utilizando 13 SNPs distribuidos en una región de 88 

Kb. Los estudios de asociación, han sido exitosamente utilizados para la identificación de 

variantes genéticas que contribuyen a la susceptibilidad en la expresión de las enfermedades 

complejas. 

Para el análisis de asociación genética se incluyeron 17 familias adicionales de la población 

mexicana, diagnosticadas con HLFC (ver anexo JI. árboles genealógicos 8-24). Un total de 24 

familias y 314 genotipos fueron analizados. 

El análisis de asociación para el gen USFI en estas familias mostró evidencia de asociación entre 

variantes en este gen y el fenotipo de la HLFC y particularmente asociado con niveles elevados 

de TG. Los SNPs que mostraron evidencia significativa de asociación para ambos rasgos (HLFC 

y TG) fueron los SNPs hCY1459766, rs3737787 y rs2073658. De manera interesante, el análisis 

de haplotipos para hCV1459766-rs3737787 mostró evidencia de asociación significativa para 

ambos rasgos TG (p = 0.0009) y HLFC (p = 0.02). 

El alelo asociado con la HLFC y los niveles elevados de triacilgliceroles fue el alelo más 

frecuente (alelo 1-1 ). La transmisión del haplotipo poco frecuente (alelo 2-2) en los individuos 

afectados fue baja, similar a lo reportado en la población finlandesa (Pajukanta et al. 2004). 

La evidencia de asociación mas significativa se observó con los haplotipos de los SNPs 

hCVl459766-rs3737787 (versus los SNPs rs3737787-rs2073658 en Finlandeses), esto pudiera 

explicarse por posibles diferencias en el desequilibrio de ligamiento entre ambas poblaciones. 
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De manera interesante, la asociación que se observó en las familias mexicanas se restringió a una 

región de 14 Kb entre el intrón 7 del gen USF 1 (rs2073658) y el intrón 1 del gen F 11 R 

(hCV1459766), en contraste con la región de 46 Kb observada en la población finlandesa (Figura 

5). La evidencia de asociación se extendió al gen FI IR (un gen adyacente a USFl), por lo que 

no se puede excluir genéticamente a este gen como responsable del fenotipo de la HLFC. Se 

conoce que F 11 R juega un papel importante en la migración de células-T y en la formación del 

epitelio (Osterman et al. 2002). 

lq21-q23 FllR USFI 

rs836 rs25 16838 • • Población finlandesa 46 Kb 

hCV1459766 rs207365 .8 • - Población mexicana 14 Kb 

t.LJ.¡:-7"-Fi~~¡:-;'oi · iTof,,,-,.. ;¡, pr-c-.·w •,'r 
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Figura 5. SNPs asociados con el gen USFI en la población finlandesa en contraste con los 

SNPs asociados en la población mexicana. 

Otro dato interesante fue que en las familias de la población mexicana, la evidencia de 

asociación no fue específica de sexo, como lo reportado por Pajukanta et al. (2004), donde los 

valores de p más significativos se observaron para las mujeres afectadas. Los resultados de 

asociación y ligamiento fueron congruentes y confirmados con diferentes análisis estadísticos. 

Adicionalmente, se determinó el desequilibrio ligamiento entre los 13 SNPs incluidos en el 

análisis. Aunque existe un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los SNPs que mostraron 
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evidencia significativa de asociación (hCV1459766, rs3737787 y rs2073658), se observó un 

desequilibrio de ligamiento mayor en los casos índice cuando se comparó con el grupo de 

individuos control (esposos) (Figura 4). 

Estos datos indican la participación del gen USFI en la expresión de la HLFC y en la regulación 

d~ los triacilgliceroles en las familias con HLFC de la población mexicana. 

5. Análisis de secuencia del gen USFI 

Para la posible identificación de variantes alélicas en el gen USFI, asociadas con el fenotipo, se 

realizó el análisis de secuencia en cuatro casos índice (que presentaban el haplotipo de riesgo 1-

1), y cuatro controles (esposos) de las familias con HLFC. Se identificaron seis variantes 

alélicas (intrónicas) (Tabla 1 O), sin embargo ninguna de ellas codifica para un cambio de 

aminoácido. Estos datos coinciden con lo reportado por Pajukanta y col (2004), donde se 

secuenciaron 60 casos índice con HLFC y no se identificaron variantes que codificara para un 

cambio de aminoácido. 

En este sentido, diversos estudios sugieren que más que la asociación con variantes específicas 

en el gen USF 1 los valores de asociación son el resultado del desequilibrio de ligamiento 

observado en la región. Asimismo y debido a que valores de asociación significativos fueron 

observados para el SNP hCV 1459766 localizado en el gen F 11 R, no se puede descartar la 

posibilidad de que variantes alélicas en este gen, o bien una interacción entres dos o mas genes 

contribuyan al fenotipo de la HLFC. 

Para dilucidar la contribución biológica de USFl y Fl IR en la expresión de la HLFC, se 

requieren de estudios funcionales para determinar el posible efecto de las variantes alélicas 

asociadas sobre la regulación de USFl enciso la identificación de diferentes isoformas del gen 

USFl que participen en la regulación de genes importantes en el metabolismo de lípidos. 
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Análisis de ligamiento para las regiones 2p, 9p, lOq, llq, 16q, 19q y 2lq 

Debido a que la HLFC es una entidad compleja y heterogénea y a la posibilidad de identificar 

regiones cromosómicas adicionales que contribuyan a la manifestación de la HLFC en las 

familias mexicanas, se analizaron siete regiones previamente ligadas a la HLFC en diferentes 

poblaciones: 2p, 9p, lOp, l lp, 16q, 19q y 2lq (Pajukanta et al. 1998, 2003; Allayee et al. 2002; 

Aouizerat et al. 2002; Soro et al. 2002; Naoumova et al. 2003). 

En el presente estudio el análisis de ligamiento en dos puntos mostró evidencia sugestiva de 

ligamiento para el cromosoma 16q24. I, particularmente para el rasgo de niveles elevados de 

colesterol total, con valores de LOD score de 2.6 para el marcador D l 6S505. Adicionalmente, se 

obtuvieron valores de LOD score de 2.2 en el análisis de múltiples puntos. Reportes previos han 

demostrado evidencia de ligamiento a la región l 6q en familias de la población finlandesa y 

holandesa asociada con bajos niveles de HDL-C (Pajukanta et al. 2003; Soro et al. 2003). De 

manera interesante, en este estudio también se reportaron valores sugestivos de ligamiento (LOD 

score = 1.6) para niveles elevados de colesterol total con el marcador Dl6S3091, localizado a 

2.1 cM del marcador D l 6S504 (el cual mostró evidencia de ligamiento en las familias de la 

población mexicana). Asimismo, esta región también ha sido asociada con niveles elevados de 

colesterol HDL en México-Americanos (Mahaney et al. 2003). Aunque el valor máximo de 

LOO score se observó para un rasgo diferente a lo reportado en las familias holandesas y 

finlandesas, la heterogeneidad genética de la HLFC y el proceso ambiental que regula la 

expresión de los fenotipos complejos en cada población pueden contribuir a la diferencia 

observada. 

Adicionalmente observamos evidencia sugestiva de ligamiento para la región 1 Op, resultando en 

valores máximos de LOD score de 1.8 para el marcador O 1OS1772, asociado al rasgo de niveles 

elevados de triacilgliceroles. En estudios previos, la región 1 Op ha sido ligada con los fenotipos 

de TG y colesterol HDL en familias finlandesas con HLFC (Pajukanta et al. 1999; Lilja et al. 

2004). Sin embargo, en el análisis de múltiples puntos no se obtuvieron valores de LOO score 
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significativos. No se observó evidencia de ligamiento para las regiones 2p, 9p, 11 p, l 9q y 21 q 

(Anexo III). 

Diversos estudios epidemiológicos (Stem et al. 1991; Aguilar-Salinas et al. 2001; 2003 ), han 

demostrado que en México existe una alta predisposición genética para padecer diferentes 

enfermedades metabólicas como la diabetes mellitus tipo 2, el síndrome metabólico y distintas 

dislipidemias primarias. En la población mexicana, se ha estimado que aproximadamente un 

20% de la población padece algún tipo de dislipidemia mixta (Aguilar-Salinas et al. 2001 ), por lo 

que la necesidad de identificar loci, variantes genéticas o genes que confieren susceptibilidad 

para desarrollar este tipo de enfermedades es de gran importancia. Finalmente, el escrutinio 

completo del genoma en las familias con HLFC de la población mexicana proveerá información 

adicional para la identificación de nuevos loci involucrados en la expresión genética de la HLFC, 

así como posible papel en otro tipo de dislipidemias comunes. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Se descartó la participación de 7 genes candidatos funcionales en la expresión de la HLFC en las 

familias estudiadas. 

- Se observó evidencia de ligamiento para la región 1 q2 l-q23 asociada con la HLFC y el rasgo 

de niveles elevados de triacilgliceroles. 

- El 59% de las familias analizadas mostraron evidencia de ligamiento para la región lq2 l-q23 . 

Sin embargo, debido a que un alto porcentaje de las familias en estudio (41%) no mostraron 

evidencia de ligamiento a ninguno de los genes candidatos ni a la región en cromosoma 1, se 

sugiere la participación de otros loci, y por lo tanto heterogeneidad genética para la HLFC en las 

familias de la población mexicana analizadas. 

- Se descartó la participación del gen TXNIP como probable responsable del fenotipo de la 

HLFC en las familias en estudio. 

- Se observó evidencia de asociación para el gen USFl ubicado en la región lq21-q23, en la 

expresión de la HLFC y el rasgo de niveles elevados de triacilgliceroles en las familias 

mexicanas analizadas. 

- La réplica de asociación observada para el gen USFl y los niveles elevados de triacilgliceroles 

en la población mexicana, permitió restringir la región a 14 Kb en contraste con las 46 Kb, 

reportadas originalmente en la población finlandesa. 

- No se identificaron variantes de secuencia en la región codificadora del gen USFI. 

- Se detectó evidencia sugestiva de ligamiento para las regiones 16q24 y 1 Op, ligada con niveles 

elevados de colesterol y triacilgliceroles respectivamente. 
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- Se descartó la contribución de las regiones 2p, 9p, 11 p, 19q y 21 q en la expresión de la HLFC 

en las familias en estudio. 

- Estos datos demuestran que existe heterogeneidad genética en la HLFC en las familias de la 

población mexicana, y la importancia de identificar nuevos loci que participen en la expresión de 

la enfermedad a través de un escrutinio completo del genoma. 
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IX. PERSPECTIVAS 

l. Existe evidencia de la participación de múltiples genes en la expresión de la HLFC, por lo que 

el escrutinio completo del genoma en las familias de la población mexicana permitirá 

eventualmente, identificar nuevos loci, genes o variantes genéticas de susceptibilidad 

involucradas en la expresión de la HLFC. 

2. Evaluar la contribución de los genes o haplotipos de riesgo identificados en el gen USFI en 

otro tipo de dislipidemias primarias, como la hipertrigliceridemia, que es la dislipidemia mas 

frecuente en México. 

3. Realizar estudios funcionales para determinar la posible función biológica de los haplotipos de 

riesgo identificados en el gen USFI, lo que permitirá eventualmente la comprensión de los 

mecanismos de regulación genética y su impacto en diferentes vías metabólicas. 

4. Debido a que la evidencia de asociación en el presente estudio se extendió al gen adyacente 

F 11 R, será necesario analizar la secuencia del gen con el propósito de identificar posibles 

variantes genéticas. 

5. Realizar un mapeo fino para las regiones 16q y IOp, con la finalidad de identificar el o los 

genes responsables de la HLFC o bien variantes alélicas de susceptibilidad. 

6. El desarrollo de modelos animales (knock-out o transgénicos) para los genes previamente 

asociados con la HLFC, serán de gran utilidad para entender los mecanismos moleculares de 

estos genes en la expresión de la HLFC. 
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ANEXO 11 

Árboles genealógicos de las 24 familias incluidas en este estudio 
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ANEXO 111 

Resultados de ligamiento para las diferentes regiones cromosómicas analizadas 



ANEXO 111. Resultados de ligamiento paramétrico de dos puntos y no paramétrico 
en pares de hermanos (ASP por sus siglas en inglés analysis sib-pair) para el estud io 
de las diferentes regiones cromosómicas analizadas. 

Marcadores Posicion HLFC TG CT C-HDL 
(cM) LOD ASP LOO ASP LOO ASP LOO ASP 

Chr 2 
D2S2952 17.88 0.02(0.2) 0.32 0.20(0.2) 0.03 0.03(0.2) 0.33 0.39(0.1) 0.08 

D2S423 22. 10 0.0(0.5) O.O 0.0(0 .5) O.O 0.0(0.5) 0.85 0.50(0.0) 0.02 

D2S l 400 27.60 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.90(0.0) 0.37 

Chr 9 

D9S2169 14.23 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.40(0.2) 0.10 00 .(0.5) 0.29 

D9S2 156 18.06 0.65(0.0) 0.03 0.20(0.2) O.O 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 

D9S921 21.88 0 .27(0.1) 0.29 0.0(0.5) O.O 0.50(0.2) 0.53 0.0(0.5) o.o 
Chr 10 

D IOS586 48.33 0.01(0.3) 0.27 0.0(0.5) 0.35 0.23(0.3) 0.78 0.84(0.0) O.O 

D IOS 1233 66.50 0.0(0.5) 0.24 0.0(0.5) o.o 0.0(0 .5) 0.02 O.O (0.5) O.O 

DIOS604 66.50 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.47(0.0) 0.04 

DIOS1772 68.63 0.38(0.0) 1.56 0.87(0.0) 1.84 0.0(0 .5) 0.02 0.0(0.5) 0.02 

D IOSI220 70.23 0.54(0.0) 0.15 0.50(0.1) 0.30 1.34(0.0) 0.83 0.0(0 .5) O.O 

D IOS1724 70.23 0.06(0.0) 0.02 0.0(0.5) o.o 0.09(0.2) 0.57 0.0(0 .5) O.O 

D IOS546 75.57 0.48(0 .0) 0.09 0.36(0.0) 1.36 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5 ) O.O 

DIOS1790 75 .57 0.06(0.2) O.O ! 0.0(0 .5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 

Chr 11 

D ll S l324 35.2 1 0.0(0.5) O.O 0. 10(0.2) O.O 0. 10(0.3) O.O 0. 10(0. 1) 0.90 

D I IS1392 43.16 0.0(0.5) O.O 0. 10(0.3) O.O 0.0(0.5) o.o 0.0(0.5) O.O 

D I IS 1985 58.40 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) O.O 0.20(0.3 ) O.O 

Chrl6 

D l 6S507 105 .17 0.34(0. 1) 0.42 0.5(0.1) 0.19 0. 10(0.3) 1.1 1 1.0(0.0) 0.79 

Dl6S505 108 .96 0 .23(0. 1) 0.3 1 0.53(0.2) 0.06 0.64(0. 1) 2.67 0. 18(0.2) O.O 

Dl6S3091 111. 12 0.0(0.5) O.O 0.0(0.5) 0. 11 0.24(0.3) O.O ! 0.0(0.3) O.O 



Chr19 

Dl9S589 87.66 0.20(0.2) o.o 0.10(0.2) 0.41 0.89(0.1) 0.69 0.0(0.5) o.o 
Dl9S927 89.73 0.0(0.5) o.o 0.0(0.5) 0.44 0.0(0.5) 0.40 0.10(0.2) o.o 
Chr 21 

D21Sl905 11.30 0.0(0.5) o.o 0.0(0.5) o.o 0.0(0.5) O.O 0.27(0.1) O.O 

D2lSl437 13.05 0.0(0.5) o.o 0.0(0.5) o.o 0.23 O.O 0.0(0.5) O.O 

La posición de los marcadores se determinó en base a Marshfield Center for Medica! 

Genetics Database; ASP, indica pares de afectados, El valor de LOO score máx . se 

determinó utilizando un modo de herencia dominante. La fracción de recombinación esta 

dada entre paréntesis 
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INTRODUCCIÓN 

Resumen 

La hipertipidemia Familiar combinada (HLFC) es una de las dislipidemias primarias más frecuente 
en México. Se manifiesta por hipercolesterolemio, hipertrigliceridemio o lo combinación de estos 
defectos. Pese o su frecuencia, pocos veces es diagnosticado con certidumbre. Se requiere del 
estudio de al menos tres familiares directos poro corroborar el diagnóstico. Su identificación per· 
mite lo búsqueda intencionado de otros miembros en lo familia y la categorización adecuado del 
riesgo cordiovasculor de los cosos afectados. En esto revisión se describen los avances ocurridos 
en los últimos años sobre lo fisiopotologlo. diagnóstico y tratamiento de lo hiperlipidemio familiar 
combinado. Estudios prospectivos recientes han confirmado Ja aterogenicidod de lo enfermedad. 
A pesar de dos escrutinios completos del genoma no ha sido posible identificar los genes 
involucrados en la enfermedad. Problemas en el diagnóstico y la heterogeneidad de lo enferme· 
dad sao algunas de las explicadones de estos resultados. Pese a lo anterior lo hiperlipidemio 
familiar combinado es un modelo de dislipidemia en el que la investigación clínico y bioquímica 
puede dar movores beneficios. Lo hiperlipidemia familiar combinado debe ser considerada como 
uno de los problemas principales poro el médico que troto pacientes dislipidémicos. 

Palabras clave: Hiperlipidemia familiar combinada. opolipoproteíno B. colesterol, triglicéridos. 
colesterol HDL. 
Revisto de Endocrinología y Nutrición 2002: 10(2)Abril -Junio.58-62. 

Abstract 

fomiliof combined fivperlipidemio is omoog the most freqvent causes of primorv dysfipidemio in Me.rico. 
Jts monifestotioos indude hypercholesterofemio. hypertrigfvceridemio or the combinotion of both ab
normofities. In spite of it:s high frequencv. the proper diagnosis is rarefv done. for this purpose. the 
moosurement of o lipid profife is required in ot feost three fi~t-degree relotives. The presence of 
familia( combined hyperlipidemia in o fomilv leods to the identificotion of other obriormal coses omong 
them ond the cotegorizotion os o high risk cose for cordiovosculor diseose for the offected members. A 
critkol reWew of the cuffent Jiteroture in this field is presented in this poper. Prospective studies hove 
confirmed the otherogenicitv of the diseose. Although two screenings of the whole genome has been 
completed. the responsible genes far this disorder hove not been identified. Limitotions for the choroc
terizotion of the subjects os offected ond the heterogeneitv of the diseose ore omorig the possible 
explonotions for these results. However; due to its high freqvencv, fomifiol combined hvperlipidemio is 
o model of dvslipidemio thot must be considered os o prioritl¡. lt represents one of the greotest prob· 
Jems for the phr.¡sicions involved in the treotment of dyslipidemic potient:s. 

S.v UIOl'dl: Familia/ combined hyperlipidemio. opolipoprotein B. cho/esterol. trigfycerides. HDL 
cho/esterol. 
Revisto de fndocrino/ogío v Nutrición 20020 10(2)Abril-Junio. 58-62. 

Lo hiperlipidemio fomilior combinado (HLFC) es lo formo 
más común de los dislipidemios de origen genético_ 1·

3 Del 
30 al 50% de los cosos familiares y el 20% de todos los 

cosos de cardiopatía isquémico prematuro se atribuyen 
o lo HLFC. Debido o los criterios diagnósticos vigentes 
(descritos en los párrafos siguientes), no se conoce con 
certeza su prevalencia en población mexicano. Sin em
bargo. sus manifestaciones más frecuentes (hiperli-
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pidemio mixto e hipertrigliceridemio) se presentan en un 
alto porcentaje de los adultos que viven en zonas urba
nos (12.6% y 24.3% respectivamente) .' Es lo hiperli 
pidemio más frecuente en lo Clínico de Dislipidemios del 
Instituto Nocional de Ciencias Médicos y Nutrición. Su 
oterogenicidod ha sido demostrado por dos estudios 
prospectivos recientes.5·6 

Su descripción fue realizado o principios de los 80 por 
Goldstein y Brown después de revisor más de 50 fami
lias con historio de cardiopatía isquémico prematuro. 
Observaron que múltiples miembros de los familias te
nían elevaciones moderados de colesterol y/o triglicéridos 
y que el patrón de herencia ero similor o outosómico do
minante. 7 En 1987 se definieron los criterios poro su diag
nóstico, sin embargo, éstos son aún motivo de controver
sia.' Se requiere lo presencio de al menos un familiar con 
concentraciones altos de colesterol, otro con niveles anor
males de triglicéridos y otro con ambos defectos. Por ello, 
poro establecer el diagnóstico con certidumbre se requiere 
el estudio de cuantos miembros de lo familia sean posi
bles. Otros característicos de lo enfermedad son: con
centraciones altos de lo opoproteíno B, lo elevación de 
colesterol-LDL y/o triglicéridos es moderado (pocos ve
ces arribo de 300 mg/dL), el predominio de los subclases 
pequeños y densos entre los lipoproteínos de bojo den
sidad (LDL), lo ausencia de xontomos, y lo historio fami
liar de cardiopatía isquémico. Frecuentemente se obser
van fluctuaciones espontáneos en los concentraciones de 
colesterol y triglicéridos. Por ello, se puede encontrar al
ternancia entre hipercolesterolemio, hipertrigliceridemio, 
uno dislipidemio mixto o incluso normalización de lo con
centración de los lípidos séricos en el mismo individuo sin 
que existo ningún cambio en sus condiciones clínicos. En 
más de lo mitad de los cosos es posible demostrar lo 
existencia de resistencia o lo insulina y su frecuencia es 
mayor en pacientes diabéticos. Rnolmente, su tratamiento 
generalmente requiere del empleo de uno o más fármacos 
hipolipemiontes. Lo respuesto observado frecuentemen
te es menor o lo descrito en otros formas de dislipidemio. 

Lo etiología de lo enfermedad se desconoce. En lo 
mayoría de los cosos se ha demostrado un aumento de 
producción hepático de lo opoproteíno B (y en conse
cuencia de los lipoproteínos de muy bojo densidad cono
cidos también como VLDL's} .9 Un posible mecanismo poro 
explicar este fenómeno es un aumento de lo concentra
ción de ácidos. grosos libres en plasmo, los cuales au
mentan lo expresión del gen de lo opoproteíno B y esti
mulan lo secreción de los VLDL. 10 El aumento de lo secre
ción de lipoproteínos incremento el número de lipo
proteínos circulantes, alteración que se agravo por lo co
existencia de defectos en el catabolismo de los 
lipoproteínos. En lo mayoría de los cosos, lo actividad de 
lo enzima que degrado los lipoproteínos ricos en 
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triglicéridos (llamado liposo lipoproteico) se encuentro 
disminuido. Su menor actividad puede ser debido al au
mento de lo concentración de ácidos grosos libres o de lo 
opoproteíno Clll. Como resultado de lo menor actividad 
de lo liposo lipoproteico, lo eliminación de los VLDL's dis
minuye permitiendo que un mayor número de partículas 
se conviertan en LDL:s. El enriquecimiento en triglicéridos 
de los partículas resultantes favorece lo aparición de los 
LDL's pequeños y densos. Estos alteraciones explican el 
aumento de lo concentración de los partículas ricos en 
triglicéridos y de los LDL:s pequeños y densos. 

No todos los pacientes con HLFC tienen aumento en lo 
toso de secreción hepático de lipoproteínos. Aguilor y cols 11 

describieron uno familia que llenaba los criterios clínicos 
de lo hiperlipidemio familiar combinado en que en ningu
no de sus miembros se demostró sobreproducción hepáti
co de lipoproteínos. En estos cosos, lo hiperlipidemio se 
explicó por disminución en el catabolismo de los VLDL' s y 
de los LDL's. El mismo defecto metabólico se observó en 
todos los individuos sin importar el patrón de lípidos exis
tentes. Este doto sugiere que defectos adicionales en lo 
composición de los lipopmteínos deben contribuir en lo 
expresión fenotípico de la enfermedad. Estos hallazgos 
son uno pruebo de la heterogeneidad de lo enfermedad. 

Diversos grupos han buscado los genes causantes de 
lo enfermedad sin éxito. 12· " Existe evidencio de lo partici
pación de varios loci entre distintas familias y entre distin
tas poblaciones. Los genes candidato más estudiados son 
lo lipasa lipoproteico y el complejo de opoproteínos Al/Clll/ 
AIV. Pojukonto y colaboradores 19 buscaron ligamiento al 
azar en 31 familias finlandesas encontrando asociación con 
varios loci (10q11.2-10qter, 2q31y21q21) . 

Justificación: A pesar de su importancia paro la salud 
público, aún se conoce poco de lo etiopotogenia, 
fisiopatología y tratamiento de la hiperlipidemia familiar 
combinada. Se requiere información adicional sobre lo 
eficacia de los criterios diagnósticos de la HLFC paro de
tectar sujetos en riesgo de sufrir eventos cardiovosculares . 
Además, los genes involucrados en este padecimiento 
aún se desconocen. El resultado de lo interacción de la 
HLFC con otros causas de dislipidemia no ha sido descri
to . Finalmente, el efecto de diversas alternativos tera
péuticos en pacientes con este padecimiento ha sido par
cialmente estudiado. Dado el número y la estructuro de 
las familias mexicanos afectadas con los que contamos, 
su patrón de herencia autosómico dominante, así como 
los característicos de sus miembros afectados, es posible 
caracterizar estas familias poro establecer o trovés de 
ligamiento genético los regiones cromosómicos de los 
genes responsables de este fenotipo en población mexi
cana, y potencialmente, identificar genes involucrados en 
la etiopatología de esta enfermedad. 
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Objetivos: Realizar lo caracterización clínico y genético 
de familias mexicanos con hiperlipidemio familiar combi
nado (HFlC). lo caracterización incluye lo identificación 
de lo, o los regiones cromosómicos responsables de este 
padecimiento, lo descripción de lo interacción de lo HlFC 
con otros causas de hiperlipidemio, el análisis de lo con
cordancia de diversos elementos de los criterios diagnós
ticos y lo medición de lo eficacia terapéutico de diversos 
fármacos. Codo uno de estos elementos se ha convertido 
en proyectos de investigación individual. De esto líneo de 
investigación, han resultado cuatro publicaciones en re
vistos internacionales y varios presentaciones en congre
sos. A continuación se describen los resultados obtenidos 
en coda uno de estos proyectos y su status actual. 

1 . Análisis de la concordancia de los diversos elementos 
de los criterios diagnósticos de lo HLFC: En el estudio 
de lo HlFC, los resultados contradictorios han sido uno 
constante. Uno posible explicación poro ello es lo defi
nición empleado poro closiñcor o un sujeto. como afec
tado. lo ausencia de un marcador genético ha sido 
sustituido por múltiples variantes de los criterios diag
nósticos originales. Algunos autores han basado el 
diagnóstico en los concentraciones de colesterol , 
triglicéridos y de colesterol HDl; otros han incluido los 
niveles de lo opolipoproteíno B debido o lo importan
cia de esto proteína en lo potogénesis de lo HlFC. Aún 
más. diferentes puntos de corte han sido empleados 
poro considerar como anormales los concentraciones 
de los lípidos séricos. Por lo tonto, es un punto crítico 
definir los puntos de corte adecuados poro lo 
categorización de los cosos. El objetivo del estudio fue 
analizar lo concordancia de diversos concentraciones 
de colesterol y triglicéridos con niveles anormales de 
lo opoB en familias con HlFC. Poro ello, 22 familias (n 
= 217) fueron incluidos. lo concordancia. medido como 
coeficientes kappa, entre 14 combinaciones de con
centraciones de colesterol y de tríglicéridos y 8 puntos 
de corte de lo opoB fue analizado. Se observó uno 
falto de concordancia en lo identificación de un sujeto 
como anormal , cuando se aplicaron los diversos crite
rios diagnósticos basados en los lípidos séricos o va
rios puntos de corte de lo opoB. lo concordancia de 
los criterios más frecuentemente empleados poro lo 
concentración de colesterol y triglitéridos (?. percentil 
90) y todos los concentraciones de opoB incluidos en 
el análisis fue bojo (kappa 0.42-0.49). Uno concentra
ción de triglicéridos ?. 150 mg/dl y de colesterol ?. 200 
mg/dl. fue el único criterio que tuvo uno kappa mode
radamente aceptable ( > 0.6); lo concordancia se en
contró con uno opoB?. 120 mg/dl (kappa= 0.604) . 
Proponemos que esto combinación. incluyendo lo con
centración de lo opoB debe ser empleado poro lo iden-
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tificoción de los cosos. Su empleo debe ser validado 
en estudios prospectivos. Estos datos demuestran que 
los conclusiones derivados de estudios genéticos pue
den ser totalmente distintos debido o los criterios 
diagnósticos seleccionados. Estos datos fueron pu
blicados recientemente en lo revisto Metobolism.20 

Nuestros observaciones son coherentes con lo descri
to recientemente por otros grupos quienes apoyan 
el uso de lo opoB como porte integral de los criterios 
diagnósticos de lo HlFC. 21 los datos están siendo 
aplicados en los otros líneos de investigación que 
conforman este proyecto. 

2. Estudio del efecto de diversos medicamentos en el tra
tamiento de lo HLFC: Dos grupos de medicamentos han 
sido evaluados. El empleo de uno estotino (provos
totino) fue analizado en pacientes con HlFC; los efec
tos sobre lo toso de producción y eliminación de lo 
opoB fueron evaluados por medio del marcaje 
endógeno de lo proteína empleando lo infusión por 8 
horas de 13( leucino. los resultados demostraron que 
el mecanismo principal de acción de los estotinos es 
aumentar lo toso de eliminación de lo opoB. los resul
tados fueron publicados en Arteriosclerosis, Thrombosis 
& Vascular Biology. 11 Estos datos fueron incorporados 
en uno revisión publicado por nuestro grupo en 
Arteriosclerosis .22 lo segundo clase de fármacos estu
diados son los fibrotos. Poro ello, participamos en un 
estudio multicéntrico en que se analizó el efecto del 
ciprofibroto y del gemfibrozil en pacientes con 
hiperlipidemios mixtos. Nuestro centro aportó 35 co
sos, todos ellos con HlFC. los resultados demostraron 
que ambos fármacos son iguales en eficacia y seguri
dad. lo concentración de lo opoB disminuyó 18.6% 
durante el tratamiento con ciprofibroto y 14.4% con el 
empleo del gemñbrozil. Estos datos fueron publicados 
recientemente en lo revisto Metobolism." 

3. Análisis de lo interacción de lo HLFC con otros causas 
de hiperlipidemio: Se escogió como modelo lo 
hiperlipidemio post-trasplante renal. Se estudiaron 83 
cosos con tronsplonte renal exitoso realizado entre 
1985 y 1999. lo evaluación incluyó el estudio de ol 
menos 3 familiares de primer grado y lo medición de 
lo composición corporal y de su dieto. Se midió un per
fil de lípidos en todos los participantes. lo hiperli
pidemio familiar combinado fue diagnosticado en 14 
familias y su presencio fue identificado como el mar
cador más fuerte poro tener hipercolesterolemio post
trosplonte (rozón de momios 7.04, 95% IC 1.2-59. 7) . 
los cosos en que coexistió lo hiperlipidemio familiar 
combinado tenion los niveles más altos de lípidos 
séricos del estudio. los cosos con HLFC trotados con 
ciclosporino A tenían niveles de lípidos signifi
cativamente más altos que los cosos que recibían este 
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fármaco que no tenían HlfC. Estos datos sugieren que 
la evaluación del perfil de lípidos en los familiares y la 
identificación de los casos con HLFC son útiles para la 
predicción de los casos que desarrollarán hiperli
pidemia post-trasplante renal. Esta práctica se ha in
corporado a la rutina del estudio pre-trasplante en este 
Instituto y su utilidad será evaluada con un estudio 
prospectivo. Los datos han sido aceptados poro publi
cación en American Journal of Kidney Diseases. " 

4. Estudios de ligamiento genético en familias mexicanas: 
En el Instituto Nacional de Nutrición "'Salvador Zubirán", 
hemos captada en los últimos 5 ai\os, 55 familias 
mexicanos con HFLC. Lo mayoría de estas familias mues
tran un patrón sugestivo de herencia autosómico domi
nante y en 12 de ellas. se tienen individuos disponibles 
paro estudio en al menos tres generaciones. Estas fa
milias comprenden aproximadamente 150 individuos de 
quienes contamos con muestras de DNA. Asimismo, se 
cuenta con uno caracterización clínica y bioquímico de 
los integrantes de estas familias. El valorar por medio 
de estudios de ligamiento la asociación del padecimiento 
con ciertas regiones cramosómicas. en familias mexi
canas, constituirá la base para la búsqueda de genes 
candidato. Lo anterior representaría un avance consi
derable en el estudio de esta entidad. Existe una ven
taja importante al realizar estos estudios en familias 
mexicanas, yo que a diferencia de lo que sucede en la 
mayor parte de los países desarrollados, el tamaño de 
algunos familia s en el país facilita los estudios de 
ligamiento genético. Se han caracterizada 12 familias 
paro las cuales se están llevando a cabo estudios de 
simulación preliminares (programa MSIM) paro esta
blecer su potencial informativo poro estudios de 
ligamiento genético. El programa MSIM asigna de ma
nera aleatorio alelos a cada individuo de la familia con
siderando las frecuencias alélicas de un marcador dado 
en la población sana. Este proceso nos permite selec
cionar las familias que, por su estructuro y el número, y 
distribución de individuos afectados y sanos. son útiles 
paro el análisis de ligamiento genético. Con el objeto 
de asegurar la disponibilidad permanente de muestras 
de individuos clave proponemos el establecimiento de 
líneas linfocíticas inmortalizadas (además de la mues
tro de sangre total) de aquellos miembros que resulten 
difíciles de contactar, que vivan en otros ciudades o cu
yas edades sean avanzadas. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Criterios de inclusión: Voluntarios con edad > 6 años con 
los siguientes criterios : miembros de familias con HLFC: 
paro considerar un caso afectado deberá tener 
triglicéridos > 150 mg/dL, colesterol ~ 200 mg/dL y apoB 
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~ 120 mg/dl. Paro clasificar una familia como afectada 
deberá existir al menos un caso con triglicéridos > 150 
mg/dL, otro con colesterol > 200 mg/dL y otro con ambas 
alteraciones. 

Criterios de exclusión: Causas conocidas de dislipidemia 
secundaria. 

Caracterización clínica de las familias: La caracterización 
clínica consiste en una evaluación clínica completa y la me
dición de la concentración en suero de colesterol, trigli
céridos, colesterol HDL y apoB. El colesterol y los triglicéridos 
se están midiendo con pruebas calorimétricas comerciales 
(Beckman lnstruments, Fullerton, CA) y los concentraciones 
de apoB en suero mediante nefelometrío (Arroy Protein 
System, Beckman lnstruments, Fullerton, CA). 

Procesamiento de muestras biológicas para análisis 
molecular: El aislamiento de DNA se realiza por medio de 
lisis hipotónica de eritrocitos a partir de sangre total o de 
líneas linfocíticas, a través de lo digestión con proteinaso 
K. según el método descrito en Speiser et al, (1992). Los 
DNAs genómicos son almacenados o 4ºC. 

Análisis de segregación de marcadores: Se utilizan 
marcadores microsatélites cercanos a cada uno de los po
tenciales genes candidato a estudiar, o bien los marcado
res descritos como ligados a HlfC en otros poblaciones. El 
análisis de segregación de marcadores involucro la ampli
ficación de la región a estudiar por medio de reacción de 
polimerosa en cadena (PCR). Los ensayos se efectúan con 
oligonucleótidos específicos marcados radiactivamente . Los 
productos de las reacciones de PCR se separan por 
electroforesis en geles desnaturolizantes (urea 8 M) de 
poliacrilamida al 6% y se utiliza lo secuencia del fago M 13 
como marcador del tamaño de los fragmentos amplifica
dos. Los geles son expuestos en cassettes de autorro
diogrofía utilizando película X-Omat (Kodak). 

Análisis de ligamiento genético: El paquete de pro
gramas LINKAGE (Terwilliger et al, 1994) ha sido 
implementado en una estación de trabajo Sun Ultra 170 
y contamos con acceso vía Telnet. Se asume una 
penetrando del 90% . Paro cada uno de los marcadores 
microsotélites se determinaron frecuencias alélicas en una 
muestro de individuos sanos no relacionados . 

Tamaño de la muestro: Se ha completado la evalua
ción de 4 familias . En dos de ellas su informatividad (me
dida por LOD score) fue satisfactoria (LOD score 2.9 y 
7.8). Se calculo que al menos 10 familias más tendrán 20 
individuos o más disponibles paro el análisis. 

METAS PROPUESTAS 

A corto plazo (6 meses): Completar la recolección de 
muestras de sangre de al menos l O familias aptas paro 
estudios de ligamiento genético (con Lod Score ~ 3) y 
realizar la extracción de DNAs genómicos. Generar líneas 
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de linfocitos inmortolizodos en cultivo provenientes de 
fomilios mexicanos afectados con HFLC. 

A mediono plazo ( 1.5 años): Completar el análisis de lo 
participación de 20 genes candidatas v de la posible segre
gación con los marcadores microsotélites disponibles en al 
menos 1 O familias considerados como informativos. Reali
zación de los manuscritos resultantes y envío o publicación. 

A largo plazo (3 años): Conclusión de lo genotipificación 
de cuantos familias seo posible. Seguimiento o largo plazo 
de los cosos y de los controles poro evaluar su riesgo de 
sufrir complicaciones cordiovosculores. 
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Summary 

Familia! co mbined hyperlipide mia (FC HL) is the most common familia! dyslipidemia, with a prevalence of 1-2% in 

th e generJI population . A maj a r locus for FC HL has been mapped to chromosome 1 q2 l-q23 in Finnish, C hinese, 

German and US famili es . We studi ed seven extended Mexican fami lies with 153 members, incl uding 64 affected 

subjects. A total o f 11 markers were genotyped, including D1S 104 whi ch has been linked to FC HL in other studies. 

Two po int linkage analysis for the FC HL phenotype, and for the elevated triglyccride (TG) trait, allowing fo r 

heterogc neity, gave a maxi mum HLOD of 1.67 (a= 0.49) and 1.93 (a = 0.43) at D 1S2768 (2.69 cM proximal 

to D1S 104) rcspectively. Heterogeneity and non-parame tri c (NPL) mu ltipoint ánalyses for the FC HL phenotype 

and the TG trait showed maximum HLODs of 1.27 (a = 0.46) and 1.64 (a = 0.38) , and NPLs o f 4.00 (P = 

0.000 1) and 3.68 (P = 0.0003) near Dl S2768, respectively. In addi ti on, analysis o f fo ur candidate genes putatively 

involvcd in the expression o f FCHL showed no evidence oflinka ge fo r the LCAT ge ne o r the A POA 1/ C3! A41A5 

gene cluster. However, we cannot exclude the participatio n of these ge nes, or the L/PC and LPL genes, as minar 

susceptibility loci in the expression of FC HL, or the T G or eleva ted tota l cholcsterol (TC) traits in our famili cs. In 

co nclusion, o ur data confirm the involvement ofa maj ar susceptibili ty locus o n chro mosome 1q21-q23 in FC HL 

Mex1ca n fami lics, consistent with findin gs in other populations. 

Keywords: Gcnetic linkagc, candidatc genes, dyslipidemia, lipid mecabo lism 

lntroduction 

FamiliJI co mbined hypcrlipidemia (FC HL)(MIM-

144250) 1s a co mmon and hetcrogeneous disorder, clllr

acterized by th e prese ncc of multiple lipoprotein phe

notypes and a high risk for coronary artery disease 

(C AD) (Goldstein et al. 1973), acco unting for 10-20% 
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of thc CAD patients unde r 60 years of age. FC HL is 

characterized by the va riable exp ression ofboth hypcr

triglycer idemia and hypercholestero lemia. One of the 

charac teristic features o f FC HL is its variability in lipid 

and lipoprotein pattern among fam ily membcrs (B redi e 

eta /. 1997). FC HL profiles are often assoc iated with el

evated APOB levels, an unfavo urable decrease in HDL 

cholesterol (HDL-C), and a preponderance of athero

genic small -dense LDL particles (Nikkila ce al. 1973; 

Brunzell et al. 1983; Grundy et al. 1987; Soro et al. 2003; 

Ayyobi et al. 2003). In additi on, FC HL is assoc iated with 

hyperinsulinemia, impaired glucose tolerance, obesity 

and insulin resistance (Eckel et al. 200 1; Purnell et al. 

2001 ). 

Anna ls o f Human Gcnetics (2004) h~A 19- 427 41 9 
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Although familia! segregation in FCHL was initially 

described as consistent with autoson1al dominant trans

mission (Goldstein et al. 1973), subsequent studies un

covered a more complex and heterogeneous mode ofin

heritance (Castro-Cabezas et al. 1992; Cullen et al. 1994; 

Aouizerat et al. 1999a), indicating that FCHL is an oli

gogenic disorder where environmental factors can also 

play a role in modulating its phenotype. Severa! ge

netic surveys have been conducted in various ethnic 

groups to identify susceptibility loci for FCHL, as well 

as for its various subphenotypes (Wojciechowsky et al. 

1991; Dallinga-Thie et al. 1997; Pajukanta el al. 1998; 

Wijsman el al. 1998; Pajukanta el al. 1999; Aourizerat 

el al. 1999a; Aourizerat el al. 1999b; Pei el al. 2000; 

Coon et al. 2000; Naoumova et al. 2003; Eichenbaum

Voline et al. 2003). However, its primary etiology re

mains largely unknown. 

Evidence for a major FCHL locus was first found 

at chromosome 1 q21-q23 in a survey of the Finnish 

population (Pajukanta et al. 1998), and replication for 

this locus was subsequently observed in Chinese, 

German and US kindreds (Pei et al. 2000; Coon 

el al. 2000). Linkage and or association to the 

A POA 11CJ I A41 AS gene cluster (Wojciechowski et al. 

1991; Dallinga-Thie et al. 1997; Wijsman eta/. 

1998; Aourizerat et al. l 999a; Naoumova et al. 2003; 

Eichenbaum-Voline et al. 2003), and the lecithin choles

terol acyltransferase (LCAn gene (Aourizerat et al. 

1999b), have also bcen shown. Additionally, mutations 

in the LPL gene have been associated with the pheno

type (R eymer et al. 1995; Yang el al. 1995; Mailly et al. 

1995; Deeb et al. 1996; Hoffer et al. 1996). These reports 

suggest that these loci may contribute to the expression 

of FCHL as modifier or susceptibility genes. Additional 

evidence has shown that at least one of these loci (the 

APOA 11CJ! A41A5 gene cluster) has an additional het

erogeneous effect in a population in which linkage was 

found for the lq21 -q23 locus (Coon eta/. 2000). 

Castellani et al. (1998) identified a mouse mutant 

strain, HcB- 19, that shares features with familia! com

bined hype rlipidemia. In this animal model the hyper

lipidemia results from a rnutation in the thioredoxin

interacting protein (Txnip) gene at the Hyplip 1 locus 

on mouse chromosome 3, in a region syntenic to the 

lq21 -q23 FCHL locus in humans (Bodnar et al. 2002). 

In this study, wc evaluate the role of the chrornosome 
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1 q21-q23 locus, as well as differe nt candidate genes, in 

the FCHL phenotype in Mexican families. We report 

evidence oflinkage to the 1q21-q23 locus in our fami

lies, confirming its contribution as a majar locus in th e 

expression of FCHL. Additionally, we analyze human 

TXNIP, the ortholog of Txnip in the murine model, as 

a potential positional candidate. 

Subjects and Methods 

Subjects 

Seven extended Mexican FCHL families with a history 

of premature coronary heart disease (CAD), and the 

presence of abnormal lipid profiles in severa! members 

in consecutive generations, were included in this study. 

These families were recruited from the Lipid Clinic of 

the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán (!NCMNSZ) in Mexico City, and 

comprise a total of 153 members including 64 affected 

individuals (Figure 1). Affected status for the FCHL phe

notype was assigned to individuals with elevatcd levels 

oftriglycerides (>90'" percentile) (TG trait), and/or el

evated levels oftotal cholesterol (>90'" percentile (TC 

trait), and elevated APO B levels (>90'" percentile), ad

justed for age and sex, defined according to a survey 

of the Mexican population (Aguilar-Salinas et al. 2001; 

Valles el al. 2002). Thc clinical characteristics ofthe sub

jects are shown in Table 1. Additionally, at least one 

first-degree relative should have an altered hyperl1pi

demic phenotype. Positive family history for premature 

CAD was defined as a myocardial infarction (M !) or ca r

diovascular disease befare age 60. All lipid levels consid

ered for affected individuals were prior to treatment. Ali 

subjects completed a questionnaire about their previous 

medica! history, with emphasis on their cardiovascular 

status, medication, and smoking and drinking habits. 

BMI was determined for ali subjects. Exclusion crite

ria for affected status included the presence of tendon 

xanthomas, renal disease, thyroid disorders, ora BMI > 

30. Diabetic subjects were assigned an unknown status. 

To circumvent problems of incon1plece penetrance, and 

because the FCHL phcnotype is age dependent, nor

molipemic individuals below age 20 werc also classified 

as unknown. 

!nformed written consent was obtained through 

the attending physicians. The protocol for this study was 

ti University Co\lege London 2004 
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Fi gure 1 Pedigrees of the seven f:m1i lies included in the study. Keys to the symbols are provicled. Aster isks denote individuals 
for whom DNA samples were :wa ibble. 

approved by the lnstitutioml Com mittee of Biomedica l 

R esearch in Humans ofth e INCM NSZ. 

Laboratory Analytical Meth od s 

T he Endoc rinology and Li pid M etabo lism Dcpartment 

ofthe INC M NSZ perfo rmcd all li pid and clin ical lab-

~ Univcrsity Coll ege London 2004 

oratory measurements using standardized procedu res. 

T his laborato ry is certified fo r _standa rdi zatio n of tests 

by the Extern a! Comparative Evaluatio n of Labora

tories Program o f the Collcge of American Patho l

ogists. Blood samples were taken after an ove rnight 

fast (9- 12 hours) , follow ing ca refu l instructio ns to the 

patients about the relevancc o f the required fas ting. 
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Ali analyses were performed with conunercially avail

able standardized methods. Glucose was measured us

ing the glucose oxidase method, and HbA " using 

latex immunoagglutination inhibition (Bayer laborato

ries). Total serum cholesterol and tri glyceridcs were 

measured using an enzymatic method (5ERA-PAK®) 

(CV 3.3%). HDL-C levels were assessed using phos

photungstic acid and Mg2+ (CV 2.5%). LDL-C con

centrations were estimated by the Friedewa ld formula 

(Friedewald et al. l 972). Apolipoprotein B concen

tratio n was measured by an in1mun o nephelo metric 

method (CV 2.5%). 

Genotyping 

DNA was extracted from w hole blood using a 

phenol- free extractio n protocol, adapted from Buf

fone & Darlington (1985). Genotyping of microsatcl

lite markers was performed by PC R. (polymerase 

chain reaction) amplificatio n, incorpo rating labelled 

a-32P(dCTP) in the amplification reaction. The l q21-

q23 locus was analyzed using the markers reported 

by Pajukanta et al. (1 998), and additio nal markers in 

the region (015534, 01 52715, 01 51653, 0152635, 

D 15400) were selected from various databases (The 

Genome Database : http://gdb.org; Center for Medi

ca! Genetics: http:/ / resea rch.marshfieldcl inic.o rg). The 

roles of four ditferent candidate genes encoding en

zymes putatively involved in the expression of FCHL 

[hepatic lipase (UPq, lipoprotei n lipase (LPL), the 

APOA 1 ICJI A4! A5 cluster and lec ithin cholesterol 

acyltransferase (LCAT) J were evaluated usi ng intragenic 

or physically linked markers selected from the above 

data bases. 

Linkage Analysis 

Linkage analyses wcre perfo rmed with 

GENEHUNTE R.- PLU5 (Kong & Cox, 1997) 

and GENEHUNTER.-TWOLOCU5 (5trauch eta/. 

2000). A model assu ming a do minant pattern of 

inheritance was uscd, w ith a gene frequency of 0.001 

and 90% penetrance. Allele frequ cncies fo r ali markers 

were calculated fro m the non-related members o f the 

studied farnili es. 

Sequencing Analysis of the TXNIP Gene 

The eight exons of the TXNIP ge ne, including exon

intron j unctions and a 1 Kb proximal promoter re

gion, were ampli fied by PCR. from ali seven probands 

using specific primers based on GenBank entry 

NM _006472.1. 5equcncing reactions were performed 

with Big Oye Terminator Kit v3 using a 3100 Genetic 

Analyzer (Appli ed Biosystems) . 

Results 

The cli nical charactcristics of th e studied subjects are 

listed in Ta ble l. Linkage analyses were performcd 

for the FCHL phcnotype (as defined in th e 5ub

jects section), and fo r the TG and T C traits, respec

tively. Assumi ng hetcrogene iry, ma ximum two point 

HLODs of 1.67 (a = 0.49) , l .93 (a = 0.43) and 0.72 

Va riable Affecced (mean± SD) Unafecced (mean± SD) p 

N(M/ F) 64 (30/ 34) • 52 (18/34) 

Age (ycars) 34. 16 ± 16.68 33.02 ± 16. 17 6.9X10- 1 

Body mass indcx 24.69 ± 4. 17 23.09 ± 5.99 9.3 X 10 - ' 

TC(mg/ dl) 245 .82 ± 26.24 170.37 ± 31. 47 7.3 X 10- " 

TG (mg/dl) 242.02 ± 89.44 11 0.08 ± 67.38 4.7x 10- " 

HDL-C (mg/dl) 40. 17 ± 11.04 44. 12 ± 10.49 3.8 X 10- 2 

LDL-C(mg/ dl) 140.28 ± 4 1.49 106 ± 30.74 1.7 X 10- 1 

Apo B (mg/ di) 11 9.19 ± 25.6 1 79.63 ± 19.83 3.6X IO- " 

• Lipid profile data were avaibblc for 153 individuals. There were 64 atfected individu:i ls 
fo r the FC HL phenotype. and 52 unaffected individuals. Forty individuals were J.ssigned 
unknown status (See Subjects and Method!;). For elevated T C, n = 46; far elev,1ted TG. 
n = 54 . For elevatcd ApoB, ll = 57. 
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Table t Clinical characterist ics of the 
subjects 
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Table 2 HLOD :rnd NPL va lues obuined for 5 markers spanning a 9.6 cM region at chromosome 1q21 -q23º . 

FCHL TG TC 

Marker cM HLO O (a) NPL (p) HLOO (a) NPL (p) HLOO (a) NPL (p) 

01 52635 165.6 J.0 17 (.4 1) 0.97 (.16) 0.70 (.24) 0.35 (.355) - 0.001 (O) O. IS (.4 1) 
APOA2 170.8 0 .27 (.48) 1.09 (. 14) 0.198 (.42) 1.07 (. 126) - 0.002 (O) 0.26 (.37) 
0152768 172.9 1.67 (.49) 2.9 1 (.003) 1.93 (.43) 2.35 (.01) 0.72 (.22) 1.1 9(. 104) 
0151 04 175.2 0.43 (.28) 1.66 (.055) 0.70 (.40) 1.60 (.049) 0.58 (.31) 0.93 (. 15) 
01 5400 175.2 0.1 1 (.26) 3.06 (.002) 0.02 (.098) 2.58 (.005) 0.21 (. 16) 1.54 (.056) 

'HLOD. Heterogeneity LOO score; NPL. Non-parametric LOO score; FC HL, combined pheno ty pe; T G, elevated triglycerides 
trait ; T C, elevated total cho lesterol trai t. (a) proportion o flinked famili es; (p) p valu e 

(a = 0.22) were obtained at O 1 $2768 for the FCHL, 

TG and TC traits, respeetively (Table 2). This marker 

is 2.6 eM eentromerie to the 015104 marker reponed 

by Pajukanta el al. (1998) . Multipoint analyses yielded 

a maximum HLOO of 1.27 (a = 0.46) and 1.64 (a = 
0.38) for FCHL and TG, respeetively, close to marker 

01 52768. 

The contribution of individual fami lies to che nuxi

mum two- point heteroge neity score is shown in Table 3. 

Far the FC HL phenotype, on ly one family exeeeded a 

LOO score of 2.0, while of the remaining six fam ilies, 

fi vc showed small positive LOO seores . For the T G and 

T C traits, rwo famili es had LOO seores above 1. 

Non-parametrie multipoint analyses yielded maxi

mum NPL seores of 4.0 (P = 0.0001), 3.6 (P = 0.0003) 

and 1.38 (P = 0.07) for th e FCl-IL, TG and TC trai ts, 

respeetively, at marker O 152768. 

We also analyzed th e human TXNIP gene. TXN II' 

is 16.5 Mb prox imal to O 1 S2768, the marker with the 

highest lod seore. Howeve r, it lies within a 24 eM re

gion with positive LOO seo re va lues, between D 1 S534 

and 01 5 104 (119 to 160.8 Mb in the physical map). 

TXN II' was considered a potential positional eandidate 

sinee it is th e ortholog gene of Txnip at the Hyplip 1 lo

cus (syntenic to human chromosome lq2 1-q23) ofthc 

hyperlipidemic murine model. We performed sequenee 

analysis of the eight exons that eonstitutc the ge ne, the 

exon- intron junctions, and a 1 Kb proximal promoter 

regio n, in ali seven proba nds 'w itho ut identi fy ing any 

sequ ence changes. 

Candidate genes encoding proteins involved in lipid 

rnctabolism, LPL, LIPC, the APOA ll C31 A41 AS gene 

cluster, and LCAT, were additionally cxamined through 

© Universicy Collcgc London 2004 

Table J Contributions of individual familic:s (maximum para
metric two-point LOO score) for the FC HL, TG and TC tr.iits. 

LOO score 

Family Marker FC HL TG TC 

0152768 2.01 1.93 1.70 
01 5400 0.05 

015104 O.SO 0.84 0.77 
01 52768 0.28 1.19 O.O 
01 5400 0.39 0.58 1.1 3 
0152768 0.58 
APOA2 0.13 

linkage analysis to evaluate th eir possible contributions 

to the FC HL phenotype, or TG and TC traits. Max

irnum 1-ILOOs of 0.29 (a = 0.1 6) and 0.19 (a = 
O. 19) were obtaincd fo r th e L/PC gene (for FCHL 

and T C) , and 0.3 1 (a = 0.28) for th e LPL ge ne (TG 

trait). No evidence of linkage was fou nd for the LCAT 

gene or th e APOA 11C31 A4/ AS gene cluster (Table 4). 

A possible interaction betwccn any of these ca ndidate 

genes with the 1 q2 l-q23 locus was also evaluated (us

ing GENEHUNTER.-TWOLOCUS); no evidcnce of 

interaction was found (da ta not shown). 

Discussion 

The present study in Mcxican families substantiates 

the previously repo rted invo lvement o f th e ehromo

so me 1 q21-q23 region as a maja r susceptibility locus for 

FCHL (Pajukanta el al. 1998). Two-point linkage analy

sis all owing fo r heterogeneity gave a maximum HLOD 

of 1.67 (a = 0.49), 1.93 (a = 0.43) and 0.72 (a = 
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Table 4 HLOD anda (proportion oflinked families) va lues obtained for 4 candidatc gene loci: APOA 1 /C3/ A4/ AS cluscer, lipoprotcin 
lipase , hcpacic lipase and LCA T. 

Gene FCHL TG TC Marker 
HLOO (a ) HLOO (a) HLOO (a) in forma tivity 

APOA l / C3/ A4/ AS cluster 
ApoAI (intragenic) -0.0004 (.0005) - 0.0003 (.0004) 0.024 (.07) 0 .38 
01151989 -0.000 1 (O) O (O) - 0.0001 (.0001) 0.45 
Lipoprotein Jip:¡se 
LPL (in tragenic) O (O) 0.31 (.28) o (0) 0.52 
Hepatic Lipase 
H L (intragenic) 0.299 (.16) - 0.000 1 (.000 1) 0. 19 (. 19) 0.4 1 
LCAT 
0165496 - 0.0002 (.000 1) 0.042 (. 10) 0.006 (.07) 0.42 
01 652624 - 0.000 1 (.0001) 0.0 16 (.08) O (O) 0.4 

0.22) for FC HL, T G and TC, respectively, for marke r 

D1S2768 (2.69 cM centromeric to D1S104) (Table 2), 

while multipoint analysis yielded a maximum HLOD 

of 1.27 (a = 0.46) and 1.64 (a = 0.38) for FCHL and 

TG, respectively, close to marker D 152768. lt is inter

esting to note that, as previously observcd by Pajukanta 

et al. (1998), our data also show higher seores predomi

nantly for the FCHL phenotype and the T G trait. Our 

results are consistent with those o ri gina lly reported for 

the Finnish population and then replicated in Gcrm an, 

Chinesc and US populations (Pei et al. 2000; Coon et al. 

2000). Sequencing analysis of human TXNIP, the or

tholog murine Txnip and a strong positional ca ndidate. 

yielded no sequen ce changes in th e eight cxons that con

sti tutc the gene, the exon-i ntron junctions, and a 1 Kb 

proximal promoter region. This result suggests that thc 

gene responsible fo r FC HL in humans lies elsewhere 

within this genomic region. 

Alth ough FCHL was initially thought of as an inhcr

ited disorder with one major genetic loc us, subsequen t 

studies have uncovered the co mplexity o fthe underlyi ng 

gene tic causes of this con1mon disease. Kinctic studi cs 

suggest that the most con1mon fmding in patients w ith 

FCHL is an increased secretion ofVLDL triglycerides, 

and associatcd APOB, raising the possibility thac th c pri

mary defects involve triglyceride metabolism with sec

ondary effects in choleste rol metabolism (Ka ne & Havcl. 

2001). Howeve r, there is also evidence that the FC HL 

phenotypc resul ts in part from defc cts ín lipoprotein 

catabolism, with at least o ne clearly documented FC HL 

kindred demonstrating impaired removal ofboth VLDL 

and LDL (Agui lar et al. 1997). This metabolic hctero

geneity supports th e genetic evidence portraying this 
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condi tion as a highly complex and heterogeneous en

tity. 

Numerous genetic association and linkage stud

ies have been performed in a variety o f populations 

and, w ith thc exception of the chromosome 1 q21 -

q23 and the APOA 11CJIA41AS gene cluster, thesc 

surveys have come up with widely different results 

(Wojc iechowsky et al. 1991; Dallinga-Thic et al. 

1997; Pajukanta eta/. 1998; Wijsman eta/. 1998; 

Pajukanta et al. 1999; Aourizerat et al. 1999a,b; Pei 

et al. 2000; Coon et al. 2000; Naoumova et al. 2003; 

Eichcnbaum- Voline et al. 2003). Whercas the 1 q21-q23 

locus seems to have a predominan t role in FCHL in 

the studies with Finnish kindreds, it wou ld scem that 

ít plays a lesse r role in other ethnic grou ps as rcported 

for C hinesc, Ge rman and US families (Pei et al. 2000; 

Coon et al. 2000), and in the prcsent study with Mexi

can kindrcds. Howeve r, th e hcterogc neity ofthe cohorts 

uscd in these studies wi th respect to compositio n (larger, 

more exte nded, fanlilies vs. primarily síb pairs), and 

population -spec ific informativeness ofthe markers used, 

co uld in part explaín the varying magnitude of the re

sul ts. Aouizerat et al. (1999a) did not find linkage to the 

chromosome 1 q21-q23 locus in a Dutch population. but 

showed cvidence o flinkagc to the A POA JICJI A4/ AS 

gene cluster (Aouizerat et al. 1999a) and the LCAT gene 

(Aouizerat et al. 1999b). Coon et al. (2000) replicated 

linkagc to th c lq21 -q23 locus in a US population. 

These authors also fou nd a modest NPL value of 1.11 , 

p = 0.13, for the APOA 1/CJI A41 AS gene cluster. 

Howcver, using TWO-LOCUS analysis w ith markcrs in 

the lq2 1-q23 and the APOA 11CJIA41AS ge ne clus

ter th ey found an additional heterogcneous effect for 
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this locus (Coon et al. 2000). R ecently, Naoumova et al. 

(2003) and Eichenbaum-Voline et al. (2003) replicated 

linkage for the APOA1/C31A 41A5 gene cluster in a 

Northern European population . These studi es indicate 

that chesc loci may act as either major loci, o r suscepti

bilicy o r modifier genes, in the expression of the FC HL 

phcnotype in different ethnic groups. 

In the present study, we als"~ analyzed differ

ent candidate genes encoding proteins essential for 

lipid metabolism (LPL, LIPC, LCAT and the 

A POA 1!CJIA41A5 cluster) that have previously 

shown linkage o r associatio n to FC HL. No evidence 

of lin kage was found for the APOA 1 !CJ/ A4! A5 clus

ter o r LCAT, w hereas nominal HLOD values were 

obtained for the LIPC and LPL genes (for the FC HL 

phenotype and the TC trait, and for the TG trait , re

spectively) (Table 4). H owever, the size of che sample 

studied <loes not allow us to exclude their participat ion 

in che expressio n of FC HL in ou r famili es, especially 

if their involvement is as rninor susceptibilicy loci. The 

sample size may also explain the lack o f evidence w hen 

testing for possible heterogeneity o r interaction between 

these fo ur candidate loci and the 1 q2 1-q23 region. 

During che reviewing of this manuscript , a study 

was published in che April issue of Na tu re Genetics by 

Pajukanta et al. (2004). In this paper che au thors also 

rule out TXNIP as a candidatc gene, and report asso

ciation of upstream transcriptio n fac tor (USFI), in this 

sa me region, to the FCHL phenotype and the T G trait 

predominantly, as is the case for this study. This supports 

our results, as our max imurn LOO score results fo r this 

region are for marker D 1 S2768, w hich lies nearer to 

USF1 than the DIS104 marker previously associacel 

with FC HL. 

In conclusion, the fac t that linkage ofregion lq2 1-

q23 to FCHL has been fou nd in populations of widely 

different ethnicity provides strong evidence that this re

gion harbours a maj or FC HL susceptibi licy gene. O ur 

results are the first report for a Latín American pop

ulation, and add our cohort to those in w hich FCHL 

is linked to chromosome lq21-q23. The overa ll resulcs 

obtained in our study suggest genetic heterogeneicy of 

this disorder in th e M exican population. This observa

tion is consistent, and seems to mirro r the wide variation 

observed in the literature, and suggests the invo lvement 

of other as yet unidentificd loc i in th e FC HL pheno-

O Univcrsiry Collcgc Lo ndon 2004 

cype. An analysis to evaluate the participation of USFJ 

in a large r coho rt ofMexican FC HL kindreds may prove 

helpful in understanding its contributio n to the expres

sion of this co mplex d isease in our population 
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Familial Combined Hyperlipidemia in Mexicans 
Association With Upstream Transcription Factor 1 and Linkage on 

Chromosome 16q24.1 

Adriana Huertas-Vazquez, Carlos Aguilar-Salinas, Aldons J. Lusis, Rita M. Cantor, 
Samuel Canizales-Quinteros, Jenny C. Lee, Lizzette Mariana-Nuñez, 

Roopa-Metha, Laura Riba-Ramirez, Anne Jokiaho, Teresa Tusie-Luna, and Paivi Pajukanta 

Objective-To investigate the large ly unknown genetic componen! of the common lipid disorder, famili a! combined 
• hyperlipidemia (FCHL) in Mexicans, we analyzed the upstream transcripti on factor 1 (USF/) gene that was recently 
assoc iated with FCHL and high triglycerides (TG) in Finns. We also analyzed the Mexican FCHL fa milies for 26 
microsatellite markers residing in the seven chromosomal regions on 2p25. I, 9p23, 1Oq1 1.23, 11q13, l 6q24. I, l 9q 13, 
and 2 1q2 1, previously linked to FCHL in Whites. 

Methods and Resuüs-We genotyped 314 individuals in 24 Mexican families for 13 SNPs spanning an 88-kb region, 
including USF J. The FCHL and TG trai ts showed significan! evidence for association with 3 SNPs, hCV 1459766, 
rs3737787, and rs2073658, and haplotype analyses further supported these findings (probability values of 0.05 to 0.0009 
for SNPs and their haplotypes). Ofthese SNPs, hCV l459766 is located in the F I 1 receptor (FIIR) gene, located next 
to USFJ, making it difficult to exclude. lmportantly, the association was restricted to a cons iderably smaller region than 
in the Finns (14 kb versus 46 kb), possibly because of a different underlying linkage d isequilibrium structure. In 
addition , 1 of the7 regions, 16q24. I, showed suggesti ve evidence for linkage (a lod score of2 .6) for total cholesterol 
in Mexicans. 

Conclusions-This study , the first to extensively in vestigate the genetic componen! of the common FCHL disorder in 
Mex icans, provides independent evidenée for the role of USFI in FCHL in an outbred population and links the 16q24. I 
region to an FCHL-component trait in Mexicans. (Arter:ioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:0-0.) 

Key Words: familia! combined hyperlipidemia • USFI gene • complex traits • Mexican population 
• coronary heart di sease 

Fam ili a! combined hyperlipidemia (FCHL) is a common 
heterogeneous di sorder, characterized by the presence of 

multiple lipoprotein phenotypcs that i nq~~e the risk of 
premature coronary heart dlsease (CHD). 1 .Families with this 
condition typically exhibit a mixed palle·;;; of lipid abnormal
ities, with one or more family members affected by high 
levels of serum total cholesterol (TC) and/or triglycerides 
(TG). FCHL profiles are often associated with elevated 
apolipoprotein B (apoB) levels and with an unfavorable 
decrease in serum hi gh-density lipoprote in cholestero l 
(HDL-C) levels.2-• Although it has been evident for 30 years 
that FCHL has a strong genetic component, 1 DNA sequence 
variants contributing to FCHL and its componen! tra its are 
largely unknown, especially regarding the prevalence _of 
variants with major effects. 

Original received February 25, 2005; final vcrsion accepted June 6, 2005. 

Severa! genetic studies have been conducted in various 
ethnic groups to identify susceptibility genes fo r FCHL and 
its C01llponent traits.•- 11 Evidence for a majar FCHL locus 
was first found on chromosome lq21-q23 in Finns.' and 
subsequent rep lications were observed in US, German, Chi 
nese, and Dutch populations.9 - 11 Linkage to the lq2 I-23 
region has also been replicated in 7 ex tended Mexican 
families. 12 These 7 families comprise a portion of the samples 
investigated in this present study. Recently, Pajukanta et al 
(2004) 13 reponed that FCHL is linked and associated with the 
gene encoding the upstream transcription factor 1 (USF I) on 
chromosome 1 q2 l . USF J is the first major gene implicated in 
FCHL. 

The ubiquitously ex pressed USF prote ins are members 
of the basic hel ix- loop-heli x leucine zippcr (bHLH-zip) 
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TABLE 1A. Phenotypic Characteristics of Family Members lncluded in the Study 

FCHL Affected Unaffected Family Members Spouses FCHL Probands 
MJF• M/F M/F M/F 

No. 144 (54/90) 123 (59/64) 32 (17/15) 24 (12/12) 

Age, years 42.0 :!: 12.7/51.2:!: 15.4 39.4 :!: 17.2137.1 :!: 17.6 49.5:!: 11.0/47.4 :!:9.5 53.4 :!: 12.2158.7:!: 14.1 

BMI, kg/m' 26.6 :!:3.8/27.4 :!:3.2 23.9:!: 4.6/24.1 :!: 3.6 26.0:!: 1.87/26.5 :!:3.4 26.8 :!: 3.3127.1 :!:5.9 

TC, mmoVL 6.7 :!: 0.617.0:!: 0.8 5.4 :!: 0.8/5.4 :!:0.9 4.8:!: 1.0/5.1 :!: 0.9 6.5 :!: 0.617.3:!: 1.4 

TG, mmol/l 4.4 :!: 1.0/4.1 :!: 1.0 1.5 :!: 0.3/1 .7:!:0.9 2.4 :!: 1.0/1.3 :!: 0.9 4.1 :!: 0.7/4.1 :!: 0.6 

HOL-C, mmol/L 0.9:!:0.2/1.0:!: 0.2 1.2:!: 0.5/1.5 :!: 0.7 0.9:!:0.2/1.3:!:0.6 0.9:!:0.1/0.9:!: 0.2 

APOB, mg/dl 122.8 :!: 27 .5/129.5 :!: 26.0 90.2 :!:30.3/87.7 :!: 27.6 99.0:!: 27.3/88 2:!:24.3 127.6:!: 16.0/135.9:!:23.5 

Glucose, mmol/l 4.8 :!: 1.4/4.9:!: 1.3 4.7 :!: 0.9/4.9:!:0.8 4.7:!: 0.7/4.9 :!: 1.2 4.9:!: 1.3/5.0:!:0.7 

Values are mean :tSO. Lipid measurements were available for 314 individuals. M/F indicates male/female; BMI, body mass index; 
TC, total cholesterol; TG, triglycerides; HOL -C, HOL -cholesterol; apoB, apolipoprotein B. 

'FCHL slatus: TG and/or TC2:90th agelsex-specific Mexican population percentile. 

family of transcription factors, and USF 1 i s known to 

control expression of severa! genes invol ved in glucose 
and l ipid metaboli sm. '4. 15 Variation in USFI has been 

show n to influence features of glucose and lipid homeosta
sis in the EARS 11 offspring study. 16 Recently USFI was 

also shown to stimulate apo l ipoprotein A -V (APOA5) 
promoter activit y in an insul in-dependent manner, demon
strated by che reduced binding of USF 1 to the APOA5 
promoter in the presence of in sulin ~17 Thi s connection 

becwecn APOA5 and USFl is espec ia ll y noteworthy be
cause variancs of APOA5 have been linked to high TGs in 
both the general populacion 18 and in FCHL. 19 - 21 However. 
addicional studies are warranted to replicate che ro le of 

USF 1 in FCHL families originating from other popu lations 

TABLE 1B. Structure of the 24 Mexican Families With FCHL 

lndividuals Wrth ONA available (M/F) 

Probands (MIF) 

Family structure 

No. of families with 2 generations· 

No. of fam ilies with 3 generations 

No. of families with 4 generations 

No. of families with less than 5 affecteds 

No. of families with 5 affecteds 

No. of families with more than 5 affectedst 

No. of affected subjects (M/F)/ 
No. of independent affected sib-pairs 

TG ;;,90th percentile (MIF) 

TC doth percentile (MIF) 

Combined 28 phenotype (M/F) t 

HOL-C s 10• percentile (M/F) 

FCHL§ 

31 4 (147/167) 

24 (12112) 

13 

6 

10 

56 (24/32)/39 

88 (30/58)165 

34 (10124)118 

20 (1/8)14 

144 (54190)196 

M/F indicates matelfemale; TG, triglycerides; TC, total cholesterol; HOL -C, 
HOL cholesterol. 

"The No. of genotyped generations with affected and unaffected individuals; 
tThe maximum No. of affected subjects was 14; tCombined 28 phenotype: TC 
and TG;;,90th age/sex-specific Mexican population percentile; §FCHL: TG 
andlor TC 2'90th age/sex-specific Mexican population percentile. In addition, 
there are 198 nonindependent avuncular affected pairs and 127 nonindepen
dent cousin affected pairs for FCHL in these families. 

than the genetically homogeneous Finns to confirm that 
USF 1 alleles truly ha ve relevance for FCHL. In the present 

study, we investigated the USFJ gene on lq21 in the more 

outbred population of Mexico. Prev ious studies have clearly 

demonstrated thac the M ex ican population pas an increased 

predisposition to mixed dyslipidemias, including FCHL. 22- 24 

However, thi s population has been under-investigated for the 

genetic faccors confcrring this susceptibility. 
lt is l ikely th at alléles of mul tip le genes contribuce to the 

complex FCHL phenotype. In fact, genome-wide scans 
have identified severa! chromosomal loci for FCHL and its 
componen! traits in Caucasian families with FCHL. 6 - •· 25 ·26 

Locion chromosomes lq21 ,2q3 1, 10pll , 10qll , 16q.and 
2lq21 werc iden tified in che Finn ish FCHL fami l ies; 5·6.26 

Joci on chromosomes 2p, 11 p. l 6q, and I 9q in the Ducch 
FCHL familics;'·' and loc i on 6q, 8p. and 11 pin the Briti sh 

FCHL fami l i es ,25 rcspecti vel y. Thcrefore, we al so ana

lyzed the M ex ican FCHL families for peak markers of 7 

regions identified in the previous genome scans of Cauca

sian FCHL fami lies. 

Methods 
Subjects and Clinical Features 
A total of 24 ex tended Mexican FCHL families with a history of 
pre mature CHO were inc luded in this study, comprisi ng 3 14 
family members (Table l a and lb). These fami lies were recru ited 
in the Lipid C linic of the Instituto Nacional de Ciencias Médicas 
y Nutrición Sa lvador Zubirán (!NCMNSZ) in Mexico City. The 
ethnicity and race of these subjects reílect the general population 
of Mex ico. Thus, the race of ali of these subjects is Mestizos who 
are a mi xture of American lndian and white. lnclusion crite ria far 
the probands were as fo llows: Elevated levels of serum TGs 
(2: the 90th age/sex-spec ific Mexican popu lation perce nti le) 
and/or elevated levels of serum TC (2: the 90th percenti le) and 
elevated leve ls of serum apoB (2'the 90th percentile). The 
positive family history of prematuro CHD befare the age of 60 
years was defined as the manifestation of myocardial in farct ion 
e ithe r in the proband ora firs t-degree re lati ve o f the proband. The 
age/sex-spec ific population percentiles for lipids werc based on a 
previous survey of the Mex ican popu lation.23 In addition, at least 
1 first-degrce relati ve had a phenotype of high TC ( 2: the 90th 
percentil e) or high TGs (2: the 90th perccntile) different from that 
of the proband . Exclusio n c riteria for the probands were tendon 
xanthomas , renal disease. and th yroid disorders. All subjects 
compl eted a ques tio nnairc abo ut thc ir medica! hi story, medica-
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tion, as well as smoking and drinking habils. Body mass index 
(BM!) was determined for a li subjec ts. Each subject prov ided a 
written infonned consent . The protocol for thi s study was 
approved by the lnstitutiona l Cornmittce of Biomedica l Rescarch 
in Humans o f the !NCMN SZ. 

Laboratory Analytical Methods 
Ali li pid levels for affected individuals werc mcasured befare 
trealment. The measurements werc pcrformed with commercia lly 
avai lable standardizcd methods. G lucose was measured using thc 
glucose oxidase method; serum TC and TGs were measured using an 
enzymatic method (SERA-PA K®); HDL-C levels were assessed 
using phosphotungs tic ac id and Mg2 +: LDL-C conccnt rations were 
estimated by the Friedewald formu la, 27 and plasma apoB measure
ments were obtained usi ng a commercially avai lable assay 
(Beckman). 

Genotyping 
We genotyped 314 individuals from the 24 fam ilies for 13 SNPs, 
spanning USFI and the 2 genes flanking USF 1, F 11 receptor 
(FllR), anda hypothetical gene LOC25 7106. Eight of these SNPs 
were reported previously. 13 Five additional SNPs (rs 1023115, 
rsl240334, rs248 1084, rs2774279, and rs3813610) were selected 
from the dbSNP database. The SNPs were genotyped using the 
pyrosequencing technique on the automated PSQ HS96A platform. 
We genotyped 26 peak microsate llite markers for the previously 
linked regions on 2p25.I, 9p23, IOql 1.23, 1 lql3, 16q24. 1, 19ql3, 
and 21q2 1,6 - 8·26 using the ABI Prism 3700 DNA Analyzer and the 
Genotyper 3.7 software. 

Statistical Analysis 
Because of rhe acknowledged diffic ulties to re plicate results 
obtained in genetic anal yses of complex traits , we used the same 
diagnostic c riteri a, lhe same methods, and the sa rne markers as 
described pre viously with the USr/ gene and Dutch and Finnish 
ge nome sca ns. 5 - 7 · 13· 26 Accordingly, 13 wc tested the SNPs for 
association us ing the haplo type- based haplotype ri sk (HHRR),28 

family -based assoc iation (FBAT),29 and gamclc competition Jo 
tests. The HHRR tes ts the homogenei ty of marke r allele di slri 
butions between transmiued and nontransmiued allcles. cx trac t
ing inforrnation al so from homozygous parents. The FBAT option 
-o asscsses no t only prcfe ren ti a l transmission of susceptibility 
haplo1ypes to affectcds but also less pr.~fer~ntial trans'missions to 
unaffccteds, capturing additiooal information in these extended 
Mexican families . The FBAT (and HBAT for hap lotypes) option 
~e leads to a test of assoc iation given linkage and thus a llows for 
thc associa tion analysis of multiple affected ind ividuals in the 
presence of linkage. The HBA T o ption -e was used for the 
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haplotype analys is of the SNPs. Although the FBAT -e (and 
HBAT - e) allows assess ment of associa tion gi ven li nkage. the 
pedigrees are trimmed to nuclear fa milies and only a subse t of the 
data are used. reduc ing power. The refore , thc ga rnetc competition 
test that ma kes effecti ve use of ful! pedig ree data was applied . lt 
is. however. not a test of pure association because il has the null 
hypothes is of no association and no li nkage, and thus. linkage to 
the tes lcd locus contributes to the observed probability val ue. 

Two traits, high TG and FCHL. associated in the pre viou s 
study 13 wcrc tcs ted. Thc affcct ion status fo r these trait s was 
de fined us ing the 901

h Mcx ican agc/sex·s pecifi c popul a1ion per· 
centiles of TC and TGs (the FCHL trait) and the 90'" age/sex
specific percentiles of TGs (the high TG trait). The ex ten t of 
pairw ise linkage disequilibrium (LD ) bctwecn the marker geno
types was tested using the JUN: JA VA LD PLOTTER program 
available on li ne (http://www .genepi .co m.au/project/jlin). 

For linkage analysis of microsate llite markers. we carried out 
the same parametric and no nparametric 2·point analyses as were 
used prev io usly'-'·"·26 with !he MUNK program of the LINK
AGE package and the SIBPAIR program, as imple me nted in the 
ANALYZE package." We assumed a di sease a lle le frequency of 
0.006 under the dominant mode of inheritance and 0 .1095 under 
the recessive mode of inheritance. 5- 7·1l·26 Linkage analyses of the 
rnicrosatellite markers were performed far the dicho tomi zed 
FCHL, TG, TC, and low HDL-C traits, as described prev iously.'-
1.26 Alle le frequencies wcre es timated from ali indi viduals using 
the DOWNFREQ program .32 The PedC heck program was used to 
assess thc genotype data for pedigrec inconsistencies.n The 
multipoi nt ana lyses for 16q24. I and IOq l 1. 23 were performed 
us ing the GENEHUNTER program." 

Statistical Significance 
We perfonned 2 classes of anal yses. In the study of USF /, two traits 
were tested for assoc iation wilh 13 SN Ps. Thc Bonfcrroni correction 
for the probabi lity values ob1ained in these ana lyses can be cons id· 
ercd ovcrly conservati vc, because wc in ves tigate highly correlaled 
SNPs and traits. We are con<lucting thc same analyses sccn in 
Pajukanta et aP 3 and are cxamining the results in aggregate 10 see i f 
a similar pattern of linkage and association is obscrved in thc 
Mexican FCHL farnilics. Thus. we are expecting significant evi· 
dence of Hnkagc and assoc iation with addi tional evidence of just 
association for the 6 previously assoc iated SN Ps. An additional 7 
SNPs were genotype<! to he lp restrict the associated region. Thus, in 
-lhese analyses: we are reporting a probability va lue of 0.05 or less. 
In the linkage study, 7 previously identified chromosomal reg ions 
were tested for linkage with 4 corre lated trai ts. When evaluating 
these linkage results, we used the previous guidelincs for suggesti ve 
and significant evidence of linkage. 3s 
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TABLE 2A. Association Analyses of Individual SNPs in the F11R-USF1 Reglon for the TG and FCHL Traits 

Triglycerides FCHL 

FBAT FBAT 

~ ~ 
rs Number for the SNP Distance Between HHRR Gamete -o HRRR Gamete -o 

Gene SNP Type SNPs (bp) Hel/FreQ p pt -e p pt -e 

IG rs1023115 IG 3,145 0.50/0.48 

IG rs1240334 IG 30,260 0.40/0.28 

FllR rs836 (111 rs1 )§ 3'UTR 21,390 0.37/0.25 

Fl lR rs2481084 7,140 0.41/0.28 

Fl lR hCVl 45976B (fl 1 rs4)§ 10,572 0.34/0.21 0.02 0.002 0.001 0.01 0.006 
0.04 

Fl lR rs4339888 (111 rs5)§ 3'UTR 2,197 0.35/0.22 

USFl rs3737787 (usfl s1)§ E 1,239 0.35/0.22 0.005 0.005 0.05 0.01 0.02 
0.02 0.05 

USFl rs2073658 (usf1 s2)§ 593 0.35/0.22 0.04 0.003 0.001 0.05 

USFl rs207365611 1,235 0.38/0.26 

USFl rs207365511 1,780 0.34/0.22 

USFl rs2516838 (usfl s8)§ 5'UTR 3,186 0.22/0.12 

LOC257106 rs2774279 C-S 5,083 0.21/0.12 

LOC257106 rs3813610 0.46/0.36 

Ali results represen! Pvalues; "Pvalues for association with the HHRR test; tPvalues for linkage and a.ssociation wrth !he gamete competition test; and tPvalues 
with the FBAT test using lhe options -o and -e, respectively (for differences in these test statistics, see methods). Analyses for celis left blank resulted in P values 
> 0.05. Hel/Freq indicates heterogeneity/aliele frequency; E, ewnic; C-S, coding-synonymous; 1, intronic; IG, intergenic; ITLN2, intelectin 2 gene; F11 R, F11 R receptor 
gene; USFl, upstream transcriplion factor 1 gene; LOC257106, hypothelical protein LOC257106. 

§The SNPs associated in Finns and !he symbol used for lhese SNPs previously-" llSNP identified by sequencing previously." The distances between the SNPs are 
lrom the UCSC Genome Browser. 

Results 
To investigate the undcrlying genetic componen! for FCHL 
within the USFI region in the Mexican population, we 
genotyped a total of 13 SNPs .spanning an . 88-kb region, 
including three genes, USFI, Fil receptor (FllR), and 
hypothetical gene LOC257106 (Table 2a). The Fl JR and 
hypothetical gene LOC257 I 06 were investigated besides 
USFI in Mexicans, because in Finos the associated region 
extended toan ~46-kb region that al so covered the FllR 
gene. specifically in TG-affected Finnish males-" 

One FI IR SNP, hCV 1459766, and 2 USF J SNPs, rs3737787 
and rs2073658, within a 14-kb region, showed evidence for 
association with the FCHL and TG traits (Table 2a and 2b). 
Specifically, the TG trait produced the rnost significan! signal for 
association, resulting in probability values of 0.001, 0.005, and 
0.001 for SNPs hCYl459766, rs3737787, and rs2073658, re-

TABLE 2B. Haplotype Analysis for the TG and FCHL Traits 

Haplotype 11 

Haplotype 22 

Haplotype of SNPs 
hCVt 459766-rs3737787 

TG 

0.0009 

0.001 

FCHL 

0.02 

0.02 

Haplotype of SNPs 
rs3737787 -rs2073658 

TG 

0.006 

0.02 

FCHL 

0.03 

0.06 

Ali results represen! P values for association with the HBAT -e option. The 
segregating susceptibility haplotype was t -1 (1 indicates !he major aliele) in ali 
of the analyses above. The haplotype 2-2 (2 indicates the minor allele) was less 
transmitted, protective haplotype in all of the analysis above. 

spectively, when testing for linkage and association in nuclear 
families using the FBAT option -o (Table 2a). When testing for 
association and accounting for linkage using the FBAT option 
-e, the SNPs hCVl459766 and rs3737787 resulted in probabil
ity values of 0.04 and 0.02 (Table 2a). These results are in 
accordance with the results obtained when testing for linkage 
and association in the extended families using the gamete 
competition test (Table 2a). Moreover, haplotype analysis for 
SNPs hCV 1459766-rs3737787 provided evidence of association 
with both traits, TGs (P = 0.0009) and FCHL (P = 0.02) using the 
l:IBAT option -e (Table 2b). Although these 3 SNPs are in 
strong LD with one another, their pairwise r2 measuremcnts of 
0.86 for SNPs hCV 1459766 and rs3737787 in probands com
pared with 0.64 in spouses appears to allow for the additional 
evidencc of association obtained by haplotype analysis. The 
pairwise r2 measurement for SNPs rs3737787 and rs2073658 
was 1.0 in probands and 0.73 in spouses. lnterestingly, LD 
between the SNPs hCV 1459766, rs3737787, and rs2073658 
appeared thus to be tighter in probands than in spouses. The 
Figure shows the locations of the 13 SNPs and the pairwise LD 
between them separately in spouses and probands. As in the 
Finos, 13 the preferentially transmitted alleles of these SNPs and 
their haplotypes were the major alleles (Table 2b). The haplo
type of the minor alleles in tum was significantly less transmitted 
to the affected individuals (P = 0.001 for TGs and P=0.02 for 
FCHL) (Table 2b). None of the othcr SNPs produced significant 
probability values. The nucleotides for minor alleles in Mexicans 
are shown in Supplementary Table 1 (available al the web site, 
http://www.genetics.ucla.edu/labs/pajukanta/fchlmexl). 
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TABLE 3. Two-Point Linkage and ASP Analyses for 
Chromosome 16q24.1 with the TC Trait 

Marker Position• (cM) LOO Scoret ASP LOO Score 

016S507 

016S505 

D16S3091 

105.17 

108.96 

111 .12 

ASP indicales affected sib-pair test. 

0.1 (0.3) 

0.6 (0.1) 

0.2 (0.3) 

1.1 

2.6 

O.O 

"The positioo is based on lhe Marshfield Center for Medica! Genetics 
Oatabase. tMaximum LOO seores using a dominan! mode of inheritance. The 
recombination fractions are given in parentheses. 

The pedigree struc¡ure and phenotypic characteristics of 
the Mexican famili es used in the ful! pedigree linkage 
analyses are show n in Tables la and lb. In 2-poinl linkage 
anal y ses of the 7 reg ions previously linked lo FCHL and it s 
component traits,6- 8 -'6 we obtained maximum lod seores of 
1.8 for chromosome 1Oq11.23 with marker D 1OS1772 for 
TGs and 2.6 for chromosome l 6q24. I with marker 
Dl6S505 for TC (Table 3). We also analyzed these 2 
reg ions in a multipoint analysis using the GENEHUNTER 
so ftware . For chromoso me 16q24. I , an NPL score of 2.2 
was obtained, whereas for 1Oq11.23, an NPL score of 0.6 
was observed. Thus. no additional support was obtained 
for chromosome IOq 11.23 in the multipoint analys is. No 
lod seores over 2.0 were observed for TG, FCHL, or low 
HDL-C in any of the in vestigated regions, nor fo r TC in 
the 6 remaining regions. Linkage results for ali analyzed 
reg ions with the FCHL and its componen! traits are show n 
in Suppl ement ary Table ll (available at the web site, 
h11p ://www.geneti cs. ucla.edu/labs/pajukanta/fchlmex/). 

Discussion 
Our resull s taken in aggregate provide -cvidence that 
variants in USF I are associated with FCHL and TGs in 
Mex ican FC HL families . The. SN.P_s ., hCV 1459766, 
rs3737787, and rs2073658 showed significan! evidence -for 
associati on with both traits. As in the original study," the 
most signi fica nt associati on was observed with the hi gh 
TG trait. Furthermore, haplo1ype analy s is for SNPs 
hCV 1459766-rs3737787 showed s ignifican! evidence for 
association wilh both 1raits, TGs (P = 0.0009) and FCHL 
(P=0.02) . As in lhe Fi nns," lhe major alleles and hapl o-
1ypes formed by the major alle les were assoc iated with 
FC HL and TGs. Similarly, the transmiss ion of the hap lo
type of minor alle les 10 lhe affected individuals was 
reduced. However, there were differences in these results 
when co mpa red with the Finns,' 3 possibly because of a 
different underlying LD structure. First, the mos1 sign ifi
can! ev idence fo r associat io n was observed with the 
haplotypes of the SN Ps hCV 1459766-rs3737787 (versus 
the SNPs rs3737787-rs2073658 in Finns) . Second, the 
assoc iation was restricted to a 14-kb region in 1he Me xican 
fa milies with FCHL when compared with the 46-kb in the 
TG-affected Finnish males-" Third , in contras t to these 
Finnish results that showed extension o f the assoc iated 
region spec ifically in TG affected males, no sex-spec ific 
effects were observed in the Mexican families. Although 
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we cannol exc lude the poss ibil ity that the relatively small 
sample s ize of thi s Mex ica n stud y contributes to these 
res ulls. the observed res ults suggest that the FCHL/TG
assoc iated regio n can be res tricted to 14 kb between intron 
7 o f USF I ( rs207365 8) and intron 1 of FJJR 
(hCV 1459766). Thus the assoc iation evidencc extends to 
F 11 R with the FCHL and TG traits, and we cannot 
genetica ll y ex elude F 11 Rasan underlying gene fo r FCHL. 
However. 1he know n fun ctio ns of F 11 R, mainl y associaled 
with T-cell mi gration and epitheli al ti ght junction forma
tion,36 make it a substa nti a ll y less likely cand id ate for 
FCHL th an US FJ . 

None of the associated SNPs in the Finns or Mex icans 
result in an amino ac id change, and in sequence analyses of 
the Finnish probands, no missensc or nonsense varia nls 
wcre identifi ed in USF 1-" Therefore. restri cti on of the 
associated region by 70% in these Mexican families makes 
thc possibility for fun cti ona l ana lysis of thcse variants 
considerabl y more feas iblc because a shorte r region with 
fewer variant s is now ava il ab le for these analyses. This 
conclusion is a lso supportcd by the differences we ob
served in the LD structure between probands and spouses 
in the Mex ica n fami lies . 

In spite of the com pelling evidc nce for the rep li cati on of 
the original assoc iatio n in the Mex ica n population , it is 
importan! to emphas ize thc need to sequence the USF 1 and 
F 11 R ge nes in the Mex ica ns in future studies. We could 
fail 10 detec t add itional, poss ibly even cod ing vari ants 1ha1 
are associatcd in thc Mexican popul ation, as well as 
importan! differences in LD structure and all elic heteroge
ne it y. Therefore, a ge ne -based approach that considers ali 
commo n vari at ions wit hin a gene j ointl y is needed 10 

resolve th e possib le inco nsiste ncies arising from popula
tion differences-" 

Here we also repon a region on chromosome 16q24 . I lo 
show suggestive ev ide nce fo r linkage with TC in the 
Mexican famili es. Pre vi ous data from a co mbined analysi s 
o f the Dutch and Finnish ge nome-wide scans for FCHL 
pro vided evidence thal 1he l 6q24. I region is li nked to low 
HDL-C,7 producing a paramelric multipoi nt LOD score of 
3.6 for the low HDL-C trait. lmportantly, thi s region on 
16q24. I has also been linked to HDL-C in an independent 
study of Mexican Americans. 38 In the combined analysis of 
the Dutch and Finnish FCHL fami li es, 7 the max imum 
2-point LOD score of 2.0 was obtai ned with marker 
Dl6S505 for low HDL-C; whereas fo r TC, the adj accnt 
marker D l 6S309 I (2.1 cM apart) prod uced the hi ghest 
2-point LOD score of 1.6. lnterest ingly, the TC trai t 
produced the hi ghest ev idence fo r linkage in the Mex ican 
FCHL fa milies, rcsulting in a 2-po int AS P LOD sco re of 
2.6 with markcr D l 6S505 and a multi poi nt NPL score of 
2.2. Al though the maximum LOD seores for thi s region on 
16q24. I we re observed for differe nt lraits in the Mexicans 
than in the Finns and Dutch, wc assu me that the compl ex
ity of the genetic and environmental processes that regu
late the express ion of the complex FC HL phenotypes in 
each population contributes to thi s difference. 

Severa! studi es have demonstrated that the Mexican 
populati on has a hi gh genctic predisposition to the type 2 
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diabetes mellitus, metabolic sy ndrome, and sorne primary 
forms of dyslipidemias-"-24 In Mex icans, at age 50, 27.6% 
oí men and 21 % of women exhibit mixed dyslipidemi a-" 
These data suggest that the most common causes of mixed 
dyslipidemias, such as type 2 diabetes mellitu s and FCHL, 
are common abnormalities in thc Mexican population. 
Therefore, it is critica! to identify genetic variants that 
confer susceptibility to high serum lipid levels in thi s 
population . The present study is the first re port to exten
sively investigate the genetic component of the common 
FCHL di sorder in the Mex ican population. 
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