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RESUMEN

La enfermedad arterial coronaria, asi como la enfermedad cerebrovascular ocupan las
principales causas de muerte en México. Estudios epidemioldgicos en distintas poblaciones
y en modelos animales han demostrado que la presencia de niveles bajos de lipoproteinas
de alta densidad (HDL; high density lipoproteins) es un factor de riesgo para desarrollar
alguna de estas enfermedades, y en nuestro pais el 50% de la poblacidn urbana presenta

esta caracteristica.

En la mayoria de las familias las HDL son un rasgo poligénico y su heredabilidad se estima
entre el 50-70%. Los genes asociados con la modulacion de los niveles séricos de estas
lipoproteinas son en su mayoria aquellos que participan en el transporte reverso del
colesterol. Mediante este proceso el colesterol se transfiere de tejidos periféricos hasta el
higado para su excrecion.

Uno de estos genes es el de la lipasa hepética (LH), la enzima codificada por este gen se
encarga de hidrolizar los fosfolipidos y triglicéridos de las HDL,. La pérdida del area
superficial de estas particulas debido a la hidrolisis mediada por la LH da como resultado
que la particula contenga una menor cantidad de colesterol. Por lo tanto, en el humano y en
modelos animales se ha observado que existe una relacion inversa entre la actividad sérica
de esta enzima y los niveles de colesterol HDL. Adicional a esto, en poblacion caucéasica se
observo que variantes alélicas del gen de la LH contribuyen en un 40% a la modulacién

genética de los niveles séricos de las HDL.

Las bases genéticas de la regulacién de los niveles de HDL en la poblacion mexicana no
han sido estudiadas; por lo tanto, en el presente estudio se buscaron variantes alélicas tanto
en el promotor como en la secuencia codificante del gen de la LH. Se secuenciaron los 9
exones del gen y la secuencia promotora en 30 individuos con HDLs bajas
(HDL<percentila 10) y 30 individuos con HDLs altas (HDL >percentila 90).

La hipdtesis de este trabajo es que en estos 60 individuos con niveles extremos de

colesterol HDL, la modulacién de estas lipoproteinas esta determinada principalmente por
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factores genéticos, ya que los factores ambientales fueron controlados mediante estrictos
criterios de exclusion. Es decir, que no se incluyeron sujetos que presentaran alguna
condicidn fisiologica o fisiopatoldgica que per se modifica las HDL. De tal manera, que las
variantes genéticas que se presentan preferentemente en alguno de los grupos pudieran ser
las responsables de los niveles extremos de colesterol HDL en estos sujetos.

Se identificaron 21 variantes de las cuales 15 estuvieron presentes en ambos grupos y 6
fueron exclusivas de uno ellos. Las variantes identificadas en los dos grupos no parecen
tener un efecto importante en la modulacion de las HDL, ya que no existen diferencias en
las frecuencias alélicas o genotipicas entre los grupos. De las 6 variantes exclusivas de
alguno de los grupos, 3 se localizan en la secuencia promotora del gen y el resto se

localizan en la secuencia codificante.

La variante -451 A>G se encontré en una paciente que tiene disminuidas las HDL,,; este
hallazgo concuerda con un posible aumento de la actividad sérica de la LH, que se
generaria por un aumento de la transcripcién del gen, dando como resultado un aumento de

la proteina LH que es capaz de promover la hidrélisis acelerada de las particulas HDL .

Las otras 2 variantes del promotor son -480 C>T y -592 G>A, ambas se identificaron en
individuos con niveles altos de colesterol HDL. La variante -592 G>A se localiza en una
secuencia donde se presenta una interaccion DNA-proteina dentro de la cual podria existir
un sitio de union para el factor de transcripcion FXR. Por otro lado, en la secuencia donde
se localiza la variante en -480 C>T no se han identificado motivos en el DNA para la union
de factores de transcripcion. Sin embargo, ambas variantes parecieran estar disminuyendo
la transcripcién del gen, ya que una baja actividad sérica de la enzima se relaciona con

niveles altos de colesterol HDL.

Las otras 3 variantes exclusivas de uno de los grupos se localizan en la secuencia
codificante, de sujetos del grupo de HDL altos. Estas fueron las variantes R135C, S289F y
Q355R. La variante S289F ya ha sido reportada; en ensayos in vivo e in vitro se observo
que este cambio de aminoacido afecta la funcion de la enzima LH y se relaciona con un

aumento en los niveles de colesterol HDL. Es probable que tanto la variante Q355R como
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R135C tengan un efecto semejante al de la variante S289F; ya que la sustitucion de estos
aminoacidos no se observa en la familia de las triacilglicerol lipasas ademas de que se

modifica la naturaleza de los amino4cidos.

Por lo tanto, es necesario realizar los ensayos funcionales tanto in vivo como in vitro de las
5 variantes que no han sido reportadas para poder determinar el efecto que ejercen en la
actividad de la enzima o en la transcripcion del gen de la LH. Adicionalmente, se deben
estudiar estas variantes en sujetos de la poblacidn abierta, esto nos permitira determinar las
frecuencias alélicas de cada una de ellas; asi como su contribucion en la modulacion de las

HDL en la poblacion general.
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Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

1. INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica por aterosclerosis de las arterias coronarias asi como la
enfermedad cerebrovascular ocupan las principales causas de muerte en México. Estudios
epidemioldgicos en distintas poblaciones, asi como en modelos animales han mostrado que
existe una relacion inversa entre los niveles plasmaticos de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL; high density lipoproteins) y el riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica
(Gordon y cols., 1989a; Gordon y cols., 1989b; Duverger y cols., 1996; Benoit y cols.,
1999; Genest y cols., 1999; Grundy y cols., 1999b; Von Eckardstein y cols., 2001).

En Meéxico, la Encuesta Nacional Epidemiologica de 1993 reveldo que Ila
hipoalfalipoproteinemia es una de las anormalidades lipidicas mas frecuentes (HDL < 35
mg/dl) ya que esta presente en el 50% de la poblacion (Aguilar y cols., 2001). Por lo tanto,
la prevalencia de la hipoalfalipoproteinemia en adultos mexicanos es de las mas altas

reportadas en el mundo (Mahley y cols., 1995; Bhopal y cols., 1999).

La heredabilidad de las HDL se ha estimado entre 50-70% (Whitfield y cols., 1983; Heller
y cols., 1993) y en la mayoria de las familias los niveles de HDL son un rasgo poligénico.
Los genes asociados con la modulacion de los niveles séricos de estas lipoproteinas son en
su mayoria aquellos que participan en el transporte reverso del colesterol. Mediante este
proceso el colesterol es transferido de tejidos periféricos, para llevarse finalmente al higado,
donde es utilizado para la sintesis de acidos biliares (Fielding y Fielding, 1995; Tall y cols.,
2001; Cohen y cols., 2004). De tal manera que varios grupos de investigacion se han dado a
la tarea de conocer el metabolismo completo de estas lipoproteinas, asi como su

composicion y los genes que pudieran influir en su concentracion plasmatica.

2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LAS HDL

Las HDL, como el resto de las lipoproteinas son complejos macromoleculares,

seudomicelares constituidos principalmente por lipidos anfipaticos (fosfolipidos vy
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Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

colesterol libre), lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y proteinas
llamadas apolipoproteinas. Los lipidos anfipaticos se organizan formando una monocapa en
la superficie del complejo, presentando sus grupos polares hacia el medio acuoso (Edelstein

y cols., 1979) (Figura 1).

La estabilidad de esta monocapa de lipidos estd garantizada en términos fisicoquimicos, ya
que las apolipoproteinas pueden asociarse a ella gracias a la presencia de hélices alfa
conformadas por secuencias que alternan aminodcidos polares e hidrofébicos (Gotto y
cols., 1986). Los lipidos no polares son insolubles en el medio acuoso como el plasma; en
consecuencia se sittian en el nucleo de la particula también conocido como “core” evitando
de esta manera las interacciones con grupos polares que serian fisicoquimicamente

desfavorables (Edelstein y cols., 1979).

ApOoA-I|

t§-"

Colesterol libre Triglicéridos

-H_‘lqi- ~.

ApOA-II Esteres de Colesterol

Figura 1. Estructura y composicion de las HDL.

Modificado de http://wichita.kumc.edu/edtech/medill.html.

Las HDL tienen un didmetro de 70-100A y una masa que va de los 200, 000 a 400,000
daltons. Estas particulas tienen una densidad entre 1.063 a 1.21 g/ml; mediante
ultracentrifugacion analitica pueden separarse en particulas ligeras y particulas pesadas
llamadas HDL, y HDL3, respectivamente. Las primeras tienen una densidad entre 1.063 a
1.12 g/ml mientras que las tltimas se encuentran en el rango de 1.13 a 1.21 g/ml. Las HDL,
son relativamente mds abundantes en lipidos y con una menor cantidad de proteinas

comparadas con las HDLj (Scriver y cols., 2001). La densidad de estas particulas se
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relaciona inversamente con su tamano, el cual, es el reflejo del contenido relativo de lipidos

del “core” y las proteinas de superficie.

Las HDL tienen en promedio un 50% de lipidos y 50% de proteinas; el 32% de la
composicion de lipidos son ésteres de colesterol, el 5% es colesterol libre, el 55% son
fosfolipidos y el 8% son triglicéridos. La parte proteica consiste principalmente de la

apolipoproteina A-I (ApoA-I, 70%), y ApoA-II (20%) (Scriver y cols., 2001).

En una menor proporcion las HDL ademds contienen una variedad de proteinas que
incluyen la ApoA-IV, ApoC-I, ApoC-II, apoD, ApoE, ApoL-I, ApoM, y enzimas como la
LCAT, PON1 y PAF-AH/Lp-PLA2. Algunas de las apolipoproteinas son cofactores de
enzimas hidrolasas que “remodelan” las HDL y algunas otras pueden ser ligandos que
median la captacion de las HDL. La LCAT, PON1 y PAF-AH/Lp-PLA2 son enzimas que
le confieren a las HDL propiedades antioxidantes, ya que estando unidas a la superficie de
las HDL catalizan reacciones en las que moléculas pro-oxidantes son escindidas e

inactivadas (Lewis y Rader, 2005).

Las particulas HDL que unicamente contienen ApoA-I como constituyente proteico, poseen
4 cadenas polipeptidicas ApoA-I y son ligeras (HDL,); por su parte aquellas particulas que
contienen tanto ApoA-I como ApoA-II contienen dos copias de cada una de estas
apolipoproteinas y son mas densas y pequefias (HDL3). Las particulas HDL enriquecidas de
ApoE contienen principalmente esta apolipoproteina y su densidad es menor que la de las
HDL,. Existen también las HDL pre-B1 que a diferencia de las HDL, y HDL3 tienen un

bajo contenido en lipidos y una densidad aproximada de 1.28 g/ml.

El corrimiento electroforético de las lipoproteinas séricas muestra que las HDL, y HDL;
son las que mas logran separarse del origen (punto de carga en el gel donde se depositan las
muestras para someterlas a una corriente eléctrica). Por este motivo a las HDL también se

las conoce a-lipoproteinas. (Scriver y cols., 2001).
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3. BIOSINTESIS DE LAS HDL

La biosintesis de las HDL es compleja e involucra la sintesis y la secrecion de los
componentes proteicos que las constituyen, asi como la incorporacion de lipidos
(fosfolipidos y colesterol); ademas del ensamblaje y la formacion de la particula HDL

madura (Figura 2).

Las apolipoproteinas mas importantes de las HDL son la ApoA-I y la ApoA-II, ambas son
requeridas para la biosintesis normal de las HDL. La ApoA-I constituye el 70% de la
composicion proteica de las HDL y estd presente en todas las particulas HDL (Lewis y
Rader, 2005). La proteina ApoA-I se sintetiza tanto en el intestino como en el higado y la
delecion completa del gen que la codifica da como resultado niveles extremadamente bajos
de colesterol HDL tanto en ratones (Williamson y cols., 1992) como en humanos (Schaefer

y cols., 1982).

La ApoA-II constituye aproximadamente el 20% de la fraccion proteica y esta presente en 2
tercios de las particulas de HDL en humanos. Esta proteina se sintetiza solamente en el
higado y la delecion completa del gen que la codifica reduce de manera importante los
niveles de colesterol HDL en ratones (Weng y Breslow, 1996). Lo anterior sugiere que la
ApoA-II es requerida para la biosintesis y metabolismo normal de las HDL. En humanos, el
gen de la ApoA-Il es un candidato para la regulacion de los niveles de colesterol HDL

(Wang y Paigen, 2005).

La apoA-I puede ser secretada por el higado y el intestino como apoA-I carente lipidos o
particulas HDL nacientes carentes de colesterol y abundantes en fosfolipidos. Las
HDL/ApoA-I nacientes adquieren fosfolipidos y colesterol gracias al transportador ABCAL1
(ATP Binding Cassette Transporter 1) (Yancey y cols., 2003); a este proceso se le conoce
como eflujo del colesterol, por medio de este el colesterol de tejidos periféricos puede ser

donado a las HDL/ApoA-I nacientes (Figura 2).
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A pesar de que el transportador ABCAL1 se expresa en diversos tipos celulares, parece ser
que el intestino y el higado son los responsables mayoritarios de la donacion de lipidos. En
el raton que carece del ABCA1 especificamente en el higado los niveles de colesterol HDL
disminuyen un 80% (Timmins y cols., 2005) y el raton que no expresa este gen en el

intestino las HDL tiene un 30% de reduccion (Brunham y cols., 2006).

Las HDL nacientes, también conocidas como HDL pre-f, tienen forma de discos
constituidos por una bicapa de fosfolipidos que es estabilizada por un anillo de
apolipoproteinas; una vez que son secretadas estas pueden pasar al plasma donde

continuard su metabolismo (Figura 2) (Scriver y cols., 2001).

1 SINTESIS DE LA Apo A-l

2 EFLUJO DEL ‘ b

4 CAPTACION|

COLESTEROL p\, cv- DE LAS HDL

ApoAI

célula periférica
HDI pre[i

3 METABOLISMO INTRAVASCULAR
DE LAS HDL

Figura 2. Biosintesis y metabolismo de las HDL. A-I, apolipoproteina A-I; ABCAI, transportador ABCAI;
CL, colesterol libre; FL, fosfolipidos.
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4. METABOLISMO INTRAVASCULAR DE LAS HDL

El colesterol captado por las particulas HDL nacientes es esterificado gracias a la
activacion de la enzima LCAT (lecitina: colesterol aciltransferasa) mediada por la ApoA-IL.
La esterificacion del colesterol trae como consecuencia la pérdida de su caracter anfipatico,
transformandose en una molécula hidrofobica. En consecuencia, los ésteres de colesterol
abandonan la superficie para transladarse hasta el nicleo de la HDL. El desplazamiento de
este lipido trae como consecuencia que la particula HDL aumente su capacidad de
captacion de colesterol y por lo tanto aumente de tamano (Scriver y cols., 2001). Una vez
que la particula comienza a madurar se va tornando esférica y empieza a ganar volumen

(Figura 3).

La LCAT es responsable de la sintesis de un gran porcentaje de los ésteres de colesterol en
las lipoproteinas plasmaticas, esta enzima es sintetizada en los hepatocitos y es secretada
hacia el plasma, donde se adhiere a las HDL para llevar a cabo su funcion (Fielding y
Fielding, 1995). Los fosfolipidos y el colesterol libre que son transferidos hacia la HDL son
los sustratos de esta enzima (Figura 3), y los productos generados son los ésteres de

colesterol y la lisolecitina (Scriver y cols., 2001).

La deficiencia de la enzima LCAT conlleva a la formacion de lipoproteinas lamelares que
carecen de un nucleo no-polar y estan compuestas de una bicapa de lipidos y proteinas.

Estas lipoproteinas pueden tener forma discos o vesiculas (Tall y cols., 1977).

El colesterol esterificado puede ser intercambiado por triglicéridos provenientes de
lipoproteinas que contienen ApoB como su principal apolipoproteina, destacando
principalmente el intercambio con la LDL (low density lipoprotein o lipoproteina de baja
densidad). Este intercambio entre lipoproteinas esta facilitado por la proteina transferidora
de ésteres de colesterol (CETP, cholesteryl ester transfer protein) que estd adherida a las
HDL (Scriver y cols., 2001) (Figura 3). La actividad de esta proteina trae como
consecuencia la disminucion de los ésteres de colesterol y el enriquecimiento de

triglicéridos en el “core” de las HDL.
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En los ratones que expresan la CETP humana los niveles de colesterol HDL disminuyen
draméaticamente (Agellon y cols., 1991). Los pacientes con deficiencia de CETP presentan
particulas HDL extremadamente grandes y el catabolismo de la ApoA-I es demasiado lento
(Ikewaki y cols., 1993). La transferencia del colesterol gracias a la CETP abre otra
posibilidad de captaciéon de colesterol por el higado ya que las lipoproteinas que contienen
ApoB-100 pueden ser reconocidas y captadas por el receptor de las LDL (LDLR) que se
expresa en el higado (Schwartz y cols., 2004).

Ademas del colesterol, otros componentes que pueden ser intercambiados entre las
lipoproteinas son los fosfolipidos y las apolipoproteinas solubles. De tal manera que
durante la lipolisis de las lipoproteinas abundantes en triglicéridos (VLDL, very low
density lipoproteins; IDL, intermediate density lipoproteins y LDL), sus componentes de
superficie pueden ser transferidos hacia las HDL pre-existentes. La transferencia de
fosfolipidos y colesterol libre es facilitado por la proteina transferidora de fosfolipidos

(PLTP) (Huuskonen y cols., 2001) (Figura 3).

La represion de la expresion del gen de la PLTP en el raton resulta en la reduccion al 40%
de la ApoA-I y los lipidos de las HDL (Jiang y cols., 1999), debido a que se aumenta la
depuracion de las particulas HDL que carecen de fosfatidilcolina. Por otro lado el raton
transgénico que expresa la PLTP humana presenta niveles elevados de las HDL pre-p1,
ApoA-I y fosfolipidos (Jiang y cols.,, 1996). En el humano, el papel fisioldgico y

fisiopatologico de esta enzima atin no ha sido determinado con exactitud.

El contenido de apolipoproteinas asi como los lipidos del “core” juegan un papel
importante en el remodelaje mediado por la PLTP, de tal manera que el proceso es mas

eficiente en las particulas HDL abundantes en triglicéridos (HDL,) (Rye y cols., 1998).
Los triglicéridos y fosfolipidos de las lipoproteinas pueden ser hidrolizados por dos

enzimas: la lipoproteina lipasa (LPL) y la lipasa hepatica (LH) (Figura 3). La LPL es

secretada principalmente por el misculo y el tejido adiposo; la hidrolisis catalizada por esta
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enzima requiere de ApoC-II (Merkel y cols., 2002). Por otro lado, la LH activa es secretada
unicamente por el higado (Doolittle y cols., 1987; Semenkovich y cols., 1989).

La LPL hidroliza principalmente los triglicéridos de las lipoproteinas abundantes en
triglicéridos; la disminucion de lipidos del “core” debido a la hidrdlisis de estas
lipoproteinas favorece que los fosfolipidos y el colesterol de superficie sean transferidos
hacia las HDL. Con ello, las HDL aumentan su capacidad para captar colesterol, ya que
aumentan su area de superficie. Como es de esperarse, la actividad de la LPL tiene una
relacion directa con la concentracion de colesterol HDL. En el humano, la deficiencia de
LPL se relaciona con niveles bajos de colesterol HDL (Tornvall y cols., 1995; Kaser y
cols., 2003); asi mismo el ratén “knockout” tiene niveles elevados de triglicéridos y baja

concentracion colesterol HDL (Weinstock y cols., 1995).

Los triglicéridos de las HDL, pueden ser hidrolizados por la LH. Esta hidrélisis, en
asociacion con la actividad de la PLTP disminuye el tamafio de las HDL, transforméandolas
en HDL3;, HDL pre-B1 e incluso en ApoA-I desprovista de lipidos que pueden reiniciar el
ciclo de captacion de colesterol (Rao y cols., 1982; Kinnunen, 1984) (Figura 3).

Facultad de Quimica 8 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

METABOLISMO INTRAVASCULAR DE LAS HDL
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Figura 3. Metabolismo intravascular de las HDL. A-I, apolipoproteina A-I; B100, apolipoproteina B-100;
CEPT, proteina trasferidora de ésteres de colesterol; LCAT, lecitina: colesterol aciltranferasa; LH, lipasa
hepatica; LPL, lipoproteina lipasa; PLTP, proteina transferidora de fosfolipidos; LDL, lipoproteinas de baja
densidad; EC, ésteres de colesterol; CL, colesterol libre; FL, fosfolipidos; TG, triglicéridos.

5. CAPTACION DE LAS PARTICULAS HDL POR EL HIGADO Y TEJIDOS
ESTEROIDOGENICOS

Los ésteres de colesterol de las HDL pueden ser captados por los tejidos gracias a dos
mecanismos. En el primero de ellos, los ésteres de colesterol son adquiridos gracias al
receptor basurero B1 (SR-B1, scavenger receptor class B type 1) que reconoce los lipidos
asi como los componentes proteicos de las HDL (Figura 4). Este receptor se expresa en
tejidos esteroidogénicos y en el higado (Krieger, 1998). Los ésteres de colesterol recién
incorporados al citosol son hidrolizados por la hidrolasa de ésteres de colesterol
extralisosomal; de esta manera el colesterol libre puede ser utilizado para la sintesis de
corticoesteroides (glandulas suprarenales), hormonas sexuales (glandulas suprarenales y

organos sexuales), o acidos biliares (higado) (Scriver y cols., 2001).
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Las HDL abundantes en ésteres de colesterol pueden adquirir la apolipoproteina E (ApoE)
y de esta manera ser captadas mediante el segundo mecanismo gracias a la proteina
relacionada con el receptor de LDL (LRP, LDL-receptor-related protein) (Ji y cols., 1997).
Mediante este proceso la particula es endocitada completamente, mientras que en el

proceso mediado por SR-B1 se captan sélo los ésteres de colesterol (Figura 4).

Por lo tanto, en el mecanismo mediado por SR-B1 la particula depletada de lipidos puede
iniciar nuevamente el ciclo de captacion del colesterol. Tanto SR-B1 como el receptor LRP
requieren de la LH para llevar a cabo su funcién, ya que estd actia como una proteina
adaptadora para que estos receptores reconozcan a las HDL (Ji y cols., 1997; Lambert y

cols., 1999) (Figura 4).

CAPTACION DE LAS HDL

higado

tejidos esteroidogénicos

Corticoesteroides

0O

—
THldroIasa
m

O

Hormonas sexuales

Captacién de los EC
de las HDL

Figura 4. Captacion de las HDL. A-I, apolipoproteina A-I; E, apolipoproteina E; LH, lipasa hepatica; LRP,
proteina relacionada con el receptor de LDL; SR-BI, receptor basurero clase B tipo 1; EC, ésteres de
colesterol; CL, colesterol libre.

Facultad de Quimica 10 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

6. LA ACTIVIDAD DE LA LH Y EL METABOLISMO DE LIiPIDOS

La LH es una enzima lipolitica extracelular, sintetizada en las células parenquimales del
higado que se localiza principalmente unida a los proteoglucanos de heparan sulfato en la
superficie de los capilares sinusoidales y en la superficie externa de las microvellosidades
de las células parenquimales en el espacio de Disse (Doolittle y cols., 1987; Sanan y cols.,
1997). La LH tiene actividad de fosfolipasa A1 y triacilglicerol hidrolasa; se encarga de la
hidrolisis de tri, di, monoglicéridos, tioésteres de acil-CoA y fosfolipidos (Kuusi y cols.,
1980, 1982; Jensen y cols., 1982; Jackson, 1983). Ademas de su actividad enzimatica la LH

juega un papel muy importante en el transporte de lipidos plasmaticos (Applebaum, 1995).

Esta enzima hidroliza los triglicéridos y fosfolipidos de las lipoproteinas IDL, LDL y HDL.
En el caso particular de las HDL, la hidrdlisis mediada por la LH permite la transformacion
de HDL, a HDL;3 (Rao y cols., 1982; Kinnunen, 1984). La disminucion de los fosfolipidos
en la superficie de las HDL limita su capacidad para contener colesterol; es por eso que se
ha observado que la actividad de la LH guarda una relacién inversa con los niveles de
colesterol HDL tanto en humanos como en modelos animales (Kuusi y cols., 1987; Isaacs y

cols., 2004).

En el raton transgénico que sobreexpresa la LH humana, el colesterol HDL disminuye
(Busch y cols; 1994; Dichek y cols., 1998). Por el contrario, en el raton deficiente tanto de
ApoE como de LH, las HDL aumentan (Mezdour y cols; 1997). Los pacientes con
deficiencia de LH familiar presentan niveles elevados de HDL, en plasma, llevando a
hiper-o-trigliceridémia (Breckenridge y cols., 1982; Carlson y cols., 1986; Little y
Connelly, 1986).

Ademas, estudios in vivo e in vitro sugieren que la LH esta relacionada con la captacion de
fosfolipidos y colesterol por el higado (Jansen y cols., 1980; Bamberger y cols., 1983). A
este respecto, la LH funciona como una proteina adaptadora en la captacion del colesterol

HDL mediada por el receptor SR-B1 (Lambert y cols., 1999).
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7. LA LH PROMUEVE LA CAPTACION SELECTIVA DE ESTERES DE
COLESTEROL PROVENIENTES DE LAS HDL VIA EL RECEPTOR SR-B1

Los ésteres de colesterol provenientes de las HDL pueden ser transferidos al higado gracias
a la captacion completa de la particula o la captacion selectiva de estos lipidos (Glass y
cols., 1983; Eisenberg y cols., 1984). Independientemente de su actividad catalitica la LH
incrementa la captacion de colesterol HDL en higados perfundidos de ratas (Kadowaki y
cols., 1992; Marques-Vidal y cols., 1994). En este ultimo proceso, la LH funciona como
una proteina adaptadora que media la interaccion entre las lipoproteinas, los proteoglucanos

y los receptores que se localizan en la superficie celular del hepatocito.

De tal manera que estas interacciones facilitan la captacion celular de las lipoproteinas y/o
los lipidos que se forman parte de ellas. Mediante ensayos in vitro se ha observado que la
LH potencia la union y captacion de quilomicrones, quilomicrones remanentes, 3-VLDL y
LDL en diferentes tipos celulares (Choi y cols., 1994; Diard y cols., 1994; Jiy cols., 1994 y
1997; Shafi y cols., 1994; Komaromy y cols., 1996; Krapp y cols., 1996; Donner y cols.,
1998).

En el ano de 1996, se identifico el receptor SR-B1, el cual tiene la capacidad de mediar la
captacion de ésteres de colesterol de las HDL (Acton y cols., 1996). Este receptor se
expresa principalmente en el higado y en tejidos esteroidogénicos (Landschulz y cols.,
1996; Murao y cols., 1997; Temel y cols., 1997). La sobreexpresion de este receptor en
animales transgénicos (Sehayek y cols., 1998; Wang y cols., 1998) reduce los niveles de
colesterol HDL e incrementa la secrecion biliar de colesterol, lo cual es consistente con un

aumento en el transporte reverso de colesterol mediado por este receptor.

Una interaccion entre el receptor SR-B1 y la LH se propuso desde que se observo que el
raton deficiente en LH tenia aumentada la expresion del SR-B1 en las glandulas
suprarenales, pero aun asi la cantidad de colesterol captada por estos 6rganos era muy baja
(Wang y cols., 1996). De tal manera, se considerd que la LH era necesaria para la adecuada

captacion de colesterol mediada por el SR-B1.
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Cuando la LH y el SR-BI se co-expresaron en las células 293 (células embionarias de rifion
humano), se observéd un claro efecto aditivo en la asociaciéon de las HDL a la superficie
celular, sugiriendo que la interaccion de las HDL con el SR-B1 y la LH puede ocurrir en
sitios separados en la superficie de la célula. Por tanto las HDL podrian estarse uniendo a la
LH asociada a la superficie; y esta interaccion seria la responsable de aproximar las HDL al

receptor SR-B1 (Lambert y cols., 1999).

Para determinar si la activad enzimatica de la LH era necesaria para la captacion de ésteres
de colesterol, en un segundo experimento co-expresaron el receptor SRB-1y la LH con una
mutacion en la serina que forma parte del sitio catalitico. Se pudo observar que la LH
cataliticamente activa potencia hasta 3 veces la captacion de ésteres de colesterol de las
HDL via el receptor SR-B1, mientras que la proteina inactiva solo aumenta 1.4 veces esta
captacion. Adicional a estos resultados se observd que la asociacion de las HDL a la
superficie celular era similar cuando se expresaba la LH nativa o la LH mutada (Lambert y

cols., 1999).

En estudios in vivo, se observd que animales transgénicos que sobre-expresaban la LH
humana tenian disminuidas las las lipoproteinas remanentes que contienen ApoB y las HDL
(Dichek y cols., 1998). Por su parte, en el ratobn que sobre-expresaba la LH mutada las
lipoproteinas que contienen ApoB estuvieron reducidas; sin embargo, las HDL

disminuyeron minimamente (Dugi y cols., 2000).

En estudios previos se habia demostrado que la incubacion de las HDL con LH aumenta la
capacidad para liberar el colesterol en higados perfundidos de ratas (Kadowaki y cols.,
1992), y en células de hepatoma (Rinninger y cols., 1998). También la lip6lisis de las HDL
mediada por una fosfolipasa A2 secretada (actividad enzimdtica que tiene la LH)
incrementa la capacidad de liberar ésteres de colesterol en células CHO (Chinese Hamster

Ovary) que expresan SR-B1 (De Beer y cols., 1998).

Los tres estudios anteriores han permitido plantear la hipodtesis de que la hidrolisis de los

fosfolipidos de la superficie de las HDL potencia la interaccion de sus apolipoproteinas con
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algunas regiones de la membrana y/o facilita la liberacion de ésteres de colesterol del
“core” de la particula para que sean captados por la célula (Bamberger y cols., 1983; Collet

y cols., 1990; Guendouziy cols., 1998).

Estos experimentos dejan en claro que la LH independientemente de su funcion catalitica
favorece la asociacion de las HDL a la superficie celular, el cual es un paso previo para la
captacion de los ésteres de colesterol; ademas de destacar que la actividad catalitica de la
enzima LH es necesaria para obtener la captacion maxima de ésteres de colesterol de estas
particulas. En conjunto, estos resultados son una evidencia directa del papel aditivo de la
LH y el SR-B1 en la captacion selectiva de ésteres de colesterol de las HDL (Lambert y
cols., 1999).

8. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA IDENTIFICAR VARIANTES ALELICAS
QUE MODIFICAN LOS NIVELES DE COLESTEROL HDL

Existen factores ambientales que modifican los niveles de las HDL (Criqui y cols., 1986;
Marrugat y cols., 1996; Rigotti y cols., 1996; Byberg y cols., 2001; Pownall y cols., 2002);
sin embargo, del 50-70% de la variacion en los niveles de estas lipoproteinas esta
determinada genéticamente (Whitfield y cols., 1983; Heller y cols., 1993) y, en la mayoria
de las familias los niveles de HDL no se heredan en forma mendeliana, sino como un rasgo
complejo. Por este motivo se han realizado una gran cantidad de estudios tratando de

entender las bases genéticas que determinan las concentraciones plasmaticas de las HDL.

Los genes asociados con la modulacion de los niveles de las HDL son principalmente los
que participan en el transporte reverso del colesterol (Fielding y Fielding, 1995; Tall,
1998); adicionalmente, a través de estudios de ligamiento o mapeo genético se han
localizado distintos loci relacionados con la modulacion de los niveles de las HDL (Arya y

cols., 1999; Peacock y cols., 2001; Soro y cols., 2002; Canizales y cols., 2003).
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Dada la complejidad del metabolismo del colesterol, y la larga lista de genes candidatos, el
estudio de la contribucion de estos genes en la regulacion de los niveles de las HDL

requiere de estrategias metodoldgicas diversas.

Una de las estrategias utilizadas han sido los estudios de asociacion, en ellos se ha buscado
asociacion entre SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) especificos (o sus haplotipos)
con niveles de colesterol HDL bajos o altos (Ramensky y cols., 2002; Knoblauch y cols.,
2004; Isaacs y cols., 2004). Estos estudios requieren del andlisis de un nimero grande de
SNPs en distintos genes candidato, ademas de que una proporcidén importante de ellos no
han podido ser confirmados en otras poblaciones (Brousseau y cols., 2001; Clee y cols.,

2001; Lutucuta y cols., 2001; Takagi y cols., 2002; Yamakawa y cols., 2004).

Lo anterior puede atribuirse a que la funcion del gen en estudio no modifica el metabolismo
de las HDL, la falta de poder estadistico, o la heterogeneidad entre las poblaciones
estudiadas (Tan y cols., 2003; Tregouet y cols., 2004). Mediante esta estrategia se identifica
si existe algin efecto en el fenotipo (niveles de HDL) debido a la presencia de variantes

alélicas con una frecuencia relativamente alta en la poblacion (variantes comunes).

Sin embargo, en una proporcion de individuos el fenotipo puede estar dado por la presencia
de variantes poco frecuentes que dificilmente se pondrian en evidencia mediante los
estudios de asociacion. En este caso se tiene que recurrir a la busqueda dirigida de SNPs no
sinébnimos y SNPs en el promotor de los genes que pudieran estar modificando de manera
importante los niveles séricos de las HDLs (Ziv y cols., 2003; Hinds y cols., 2004; Neale y
Sham, 2004).

Esta estrategia ya ha sido utilizada para estudiar la participacion de algunos genes (los que

codifican para el transportador ABCA1, la ApoA-I y la LCAT) en la regulacion de los

niveles de las HDL, encontrandose un papel importante de variantes no sinébnimas poco

Facultad de Quimica 15 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

frecuentes del gen ABCAL en la génesis de hipo e hiperalfalipoproteinemia (Ramensky y

cols., 2002; Cohen y cols., 2004; Villarreal y cols., 2007).

Este proyecto propone el estudio inicial de las bases genéticas que modulan los niveles de
las HDL en pacientes mexicanos buscando SNPs en la secuencia promotora y SNPs no
sindnimos en el gen de la LH, el cual se ha descrito como un gen que contribuye en un 40%

a la variacion genética de las HDL (Knoblauch y cols., 2004).

9. ESTRUCTURA Y REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA LH

El analisis comparativo de la organizacion y la secuencia del gen de la LH en diferentes
especies revela que este gen es miembro de la familia de las lipasas (Komaromy y Schotz,
1987; Cai y cols., 1989; Ameis y cols., 1990). En el humano, el gen de la LH se localiza en
el cromosoma 15 (q21.3) y consta de 9 exones y 8 intrones que se extienden en una
longitud de 60 kb (Cai y cols., 1989; Ameis y cols., 1990; Perret y cols., 2002). Todos los
intrones inician con el dinucledtido GT y finalizan con el dinucleétido AG (Cai y cols.,
1989), lo cual constituye la secuencia consenso encontrada en las uniones exdén-intron

(Breathnach y Chambon, 1981).

En lo que respecta a la expresion del gen, el RNAm de tamafio completo se ha observado
exclusivamente en los hepatocitos (Doolittle y cols., 1987; Semenkovich y cols., 1989). Por
otro lado, un RNAm truncado, producto del procesamiento alternativo estd presente en las
glandulas suprarenales (Verhoeven y Jansen, 1994). Niveles elevados del RNAm estan
presentes unicamente en cé¢lulas de hepatoma altamente diferenciadas y hepatocitos lo cual
es indicativo de que la transcripcion del gen de la LH es dependiente de la presencia de
factores de transcripcidon que sélo se expresan en células hepaticas diferenciadas (Chang y

cols., 1997).

Facultad de Quimica 16 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

Se han identificado dos sitios de inicio de la transcripcion, uno localizado a 43 (sitio de
inicio principal) y otro a 77 nucleotidos rio arriba del inicio de la traduccion (Cai y cols.,

1989; Ameis y cols., 1990; Chang y cols., 1997; Perret y cols., 2002)

El ex6n 1 posee los dominios E2, E3 y E4, que son elementos represores de la
transcripcion. Adicionalmente, en la secuencia 5’ no transcrita se han localizado elementos

de respuesta para distintos factores de transcripcion.

Entre los factores de transcripcion que reprimen la expresion del gen se encuentran el REa,
el AP-1, el FXR y el ARP-1 (Sensel y cols., 1990; Hadzopoulou y Cardot, 1993); mientras
que los factores de transcripcion que promueven la expresion de este gen son el USF, el
HNF4a, el PGC-1a, y el HNFla (Hadzopoulou y Cardot, 1993; Oka y cols., 1996; Chang
y cols., 1997; Jones y cols., 2002; Rufibach y cols., 2006).

9.1 EXISTEN ELEMENTOS DE RESPUESTA QUE REPRIMEN DE MANERA
IMPORTANTE LA EXPRESION DEL GEN DE LA LH

La actividad del promotor del gen de la LH fue casi imperceptible al transfectar células
HepG2 (células de hepatoma humano) con el plasmido que contenia el gen reportero CAT
bajo el control de la secuencia promotora -684/+27. Al disminuir la longitud de esta
secuencia hasta -684/+14 la actividad del gen reportero aument6 tres veces; por otro lado,
al utilizar una extension del promotor de -332/+14 la actividad aumento hasta 7 veces.
Estos experimentos demuestran que en estas secuencias que fueron eliminadas (+15 a+27 y
-684 a -333) se localizan elementos de respuesta mediante los cuales se reprime

fuertemente la expresion del gen de la LH (Botma y cols., 2001).
También al utilizar la secuencia promotora -483 a +129, la expresion del gen reportero fue

muy baja pero al disminuir el fragmento a -483/+28, el reportero aumento su expresion 17

veces con respecto al ensayo anterior. (Hadzopoulou y Cardot, 1993). Los resultados
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anteriores demuestran que la secuencia +29 a +129 contiene elementos que reprimen la

transcripcion del gen de la LH.

Un analisis de interaccion DNA-proteina-utilizando la DNasa I y teniendo como templado
la secuencia de -483 a +129 del promotor del gen de la LH revel6 la presencia de 8
secuencias protegidas de la digestion. Las cuatro primeras se localizan rio arriba del inicio
de la trascripcion; la secuencia A , -28 a-75; secuencia B, -96 a -106; secuencia C, -118 a
-158; y la secuencia D, -185 a -255; mientras que las otras cuatro se encuentran en el primer
exon del gen: secuencia E1, -5 a +20; secuencia E2, +36 a +55; secuencia E3, +58 a +83; y
secuencia E4, +86 a +107 (Hadzopoulou-Cladaras y Cardot, 1993).

Exones 1 2 34 5 6 7 8 9

D C B A El E2 E3 E4

-281 +129

Figura 5. Estructura del gen de la LH. Las secuencias D, C, B, A, E1, E2,

E3 y E4 son secuencias que reprimen la expresion del gen.

Para determinar la importancia de los elementos localizados dentro del primer exon se
realizaron deleciones de cada uno de ellos en el vector que contenia la secuencia -483 a
+129 y se transfectaron en células HepG2. Los resultados de estos experimentos
permitieron determinar que E2 es el elemento principal a través del cual se media la
represion. Por otro lado, E3 y E4 son necesarios para la represion maxima del gen de la LH,
ya que su delecion no modificod la expresion del gen reportero; sin embargo, la represion

maxima Unicamente se logra en presencia de los tres elementos (Hadzopoulou-Cladaras y

Cardot, 1993).
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El elemento E4 posee la secuencia CCAAT, esta secuencia es el consenso al que se unen
los factores de transcripcion de la familia de C/EBP (Cao y cols., 1991; Williams y cols.,
1991). Los elementos E2 y E3 tienen homologia con E4; por lo tanto, se analizdo mediante
ensayos de EMSA (electrophoretic mobility shift assay) la capacidad de estas secuencias
para unir a C/EBP. Este tipo de ensayos permiten determinar si existe una interaccion
DNA-proteina. Una mezca de proteinas nucleares o en su caso una proteina pura se incuba
con una secuencia conocida de DNA marcado con un isotopo. Esta mezcla se somete a
electroforesis vertical. Si existe una interaccion entre la secuencia de DNA y alguna
proteina de la mezcla entonces el DNA sufrira un “retardamiento” en su corrimiento

electroforético.

En el caso del experimento anterior se pudo observar que la proteina C/EBP puede unirse a
E3, pero tiene una baja afinidad por E4 asi como por E2. Mediante un ensayo de EMSA
utilizando extractos nucleares de rata, se determind que al elemento E2 se unen 2 factores
de transcripcion (E2-FT1 y E2-FT2; denominados asi porque no se conoce la identidad), ya
que se forman dos complejos con un patréon de corrimiento diferente. Gracias a un ensayo
de competencia utilizando un oligonucledtido que contenia la secuencia de E3 se pudo
determinar que los factores de transcripcion E2-FT1 y E2-FT 2 también se unen a E3

(Hadzopoulou-Cladaras y Cardot, 1993).

El elemento E3 muestra competencia con oligonucleotidos de elementos de respuesta de los
factores de transcripcion de la familia C/EBP (NFY, TK-C/EBP y NF1), lo anterior indica
que proteinas de union a las cajas CCAAT pueden interactuar con esta secuencia. Por su
parte el elemento E4 muestra competencia con oligonucledtidos NFY, TK-C/EBP y AlbD.
Por lo tanto, factores de transcripcion que se unen a E4 pueden unirse también al sitio E3

(Hadzopoulou-Cladaras y Cardot, 1993).

Todos estos datos apoyan la idea de que los elementos represores de la transcripcion
localizados en el exén 1 (E1-E4) del gen de la LH tienen una influencia importante en la

regulacion de la expresion del gen de la LH. Sin embargo, no se ha podido establecer la
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identidad de los factores de transcricion que se unen a estas secuencias, y se considera que

mas de uno de ellos puede unirse en varios de los elementos.

9.2 LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION ARP-1 Y HNF4a COMPITEN POR
LA UNION A UNA SECUENCIA DR1 EN EL PROMOTOR DEL GEN DE LA LH

El factor nuclear del hepatocito 4o, (HNF4a) es un factor de transcripcion esencial para la
diferenciacion del hepatocito y para su funciéon (Li y cols., 2000). Su expresion es
proporcional a la expresion del gen de la LH en varias lineas hepaticas (Chang y cols.,
1997). Es un factor de transcripcion constitutivo cuyos ligandos son los acidos grasos

endogenos (Wisely y cols., 2002).

Los andlisis recientes sugieren que la union de co-activadores mas que la union de los
ligandos permiten al HNF4a obtener una conformacion activa (Duda y cols., 2004). El co-
activador la del receptor activado por el proliferador del peroxisoma y (PGC-1a) estimula
la transcripcion mediada por el factor de transcripcion HNF4a en los promotores de genes
como la PEPCK, G6-fosfatasa, L-CPTI, CYP7Al, FXR y APOA5 (Yoon y cols., 2001;
Louet y cols., 2002; Rhee y cols., 2003; Shin y cols., 2003; Zhang y cols., 2004; Prieur y
cols., 2005).

El HNF4oa activa la transcripcion ya que homo-dimeros de esta proteina se unen a
secuencias DR1 (Ladias y cols., 1992). Las secuencias DR1, son repetidas directas de
nucledtidos separados por una sola base. Otro factor de transcripcion que se une a estas
secuencias asi como a las DR4 es el ARP-1 (apolipoprotein A-I regulatory protein-1); este
factor se expresa en multiples tejidos durante el desarrollo embrionario (Pereira y cols.,
1999) y es capaz de activar (Sagami y cols., 1986; Malik y cols., 1995) o reprimir (Kimura
y cols., 1993) la transcripcidn de sus genes blanco (Park y cols., 2003).
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El ARP-1 bloquea la activacion de la transcripcion mediada por HNF4a en los promotores
de genes de apolipoproteinas tales como la ApoA-I (Chan y cols., 1993), ApoA-II, ApoB, y
ApoC-III (Ladias y cols., 1992), esto se debe a que este factor de transcripcién compite por
ocupar los sitios DR1. Sin embargo, ARP-1 ejerce un efecto sinérgico con HNF4a en los
promotores de genes como CYP7AL (Stroup y Chiang, 2000), ApoC-Il, (Kardassis y cols.,
1998), y HNF1, esto gracias a que se establece una interaccion proteina-proteina entre estos

dos factores.

La secuencia del promotor del gen de la LH tiene dos repetidas directas; DR1 y DR4. La
repetida DR1 estd localizada entre los nucledtidos -226 a -238 y la DR4 en los nucleétidos -
287 a -302. Se co-transfectaron células HuH7 (células de hepatoma humano) con un vector
que contenia el gen reportero de la luciferasa bajo el control de la secuencia promotora de -
851 a +29 del gen de la LH y un vector que expresa el HNF4a. Este factor de transcripcion
aumentd 2.5 veces la expresion del reportero. La mutacion de alguna de las repetidas
directas disminuy6 la expresion mediada por el HNF4a y el tratamiento de células HuH7
con un antagonista del HNF4a redujo la expresion del RNAm de la LH (Rufibach y cols.,
2006).

Dado que HNF4a no se une a las repetidas DR4 (Carter y cols., 1994; Fraser y cols., 1998),
se especula que otro factor de transcripcidon se une a este sitio y establece una interaccion
con este factor nuclear. Por lo tanto, la disminucidon en la expresion del gen de la LH
cuando se muta el sitio DR4 podria deberse a que se inhabilita la interaccién entre el
HNF4a y el factor de transcripcion que se une a este sitio. Los factores de transcripcion
ARP-1 y RXRa se unen a repetidas DR4 en otros genes pero no modifican la expresion del
gen de la LH a través de esta repetida. Sin embargo, el PGCla que también se une al sitio
DR4 ejerce un efecto sinérgico en la transcripcion del gen de la LH cuando se co-tranfecta

con el HNF4a (Rufibach y cols., 2006).
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Por medio de ensayos de EMSA se determin6 que tanto el HNF4a como el ARP-1 se unen
al sitio DR1, siendo que ARP-1 tiene mas afinidad por este sitio que el HNF4a (Rufibach y
cols., 2006).

Lo anterior demuestra que los efectos del HNF4a en la expresion del gen de la LH se
observaran siempre y cuando las concentraciones de ARP-1 sean menores que las del
primero, lo cual favorecera el desplazamiento del ARP-1 eliminando de esta forma su

efecto represor.

9.3 EL FACTOR NUCLEAR HNFla AUMENTA LA TRANSCRIPCION DEL GEN
DE LALH

El factor de transcripcion HNF1la es importante para las funciones metabdlicas de islotes
pancreaticos, higado, intestino y rifiones (Lee y cols., 1998; Shih y cols., 2001). El raton
deficiente de HNF1a presenta una reduccion en la expresion del gen de la LH (Shih y cols.,
2001) ademas de que se han asociado mutaciones de este factor de transcripcion con

variaciones en el metabolismo de lipoproteinas plasmaticas (Hegele y cols., 2000).

Loockwood y Frayling utilizaron los datos de expresion genética del raton deficiente de
HNFla para crear un software que permitiera identificar sitios de uniéon potenciales para
este factor de transcripcion. Analizaron hasta 2kb de las secuencias rio arriba del inicio de
transcripcion de 28 genes cuya expresion disminuy6 en este modelo animal. El anélisis con
este programa determind que el gen de la LH muy probablemente es regulado por el

HNF1la (Loockwood y Frayling, 2003).

Al igual que ARP-1, HNFla puede modificar la transcripcion mediada por el HNF4a ya
sea aumentando (Ktistaki y Talianidis, 1997) o disminuyendo la expresion de los genes

blanco (Hu y Perlmutter, 1999, Sheena y cols., 2005).
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En la posicion -67 a -53 se identificd un elemento que tiene una homologia perfecta con la
secuencia consenso a la cual se une el HNF1 (Ameis y cols., 1990; Hadzopoulou y Cardot,
1993; Chang y cols., 1997). En estudios in vitro se observd que HNF1a induce hasta 2.5

veces la expresion del gen de la LH gracias a este elemento (Rufibach y cols., 2006).

La co-transfeccion de HNFla y HNF4a tiene un efecto aditivo sobre la actividad del
promotor del gen de la LH, a diferencia de otros promotores activados por estos factores
donde es posible observar un efecto sinérgico. Por lo tanto, es posible que en este promotor
estos dos factores no interactien entre si, sino que mas bien establecen contacto fisico con
componentes de la maquinaria de transcripcion de forma individual (Rufibach y cols.,

2006).

Los resultados anteriores en conjunto con el hallazgo de que el raton deficiente de HNFla
tiene una reduccion del 80% del RNAm de la LH (Lee y cols., 1998, Shin y cols., 2001),
son evidencias de que este factor de transcripcidon es importante para la expresion de la LH

in vivo.

9.4 EL RECEPTOR FXR REPRIME LA EXPRESION DEL GEN DE LA LH

El receptor X del farnesoilo (FXR) es un factor de transcripcion que pertenece a la familia
de receptores nucleares y se expresa principalmente en el higado, rifion, las glandulas
suprarenales y el intestino (Seol y cols., 1995). Este receptor es activado por acidos biliares,
siendo su principal agonista el 4cido quenodexosicdlico; esto permite que el FXR juegue un
papel central en el metabolismo de acidos biliares, colesterol y lipoproteinas (Parks y cols.,

1999; Sinal y cols., 2000; Claudel y cols., 2002; Davis y cols., 2002).
Tanto el acido quenodexosicélico como el agonista sintético no esteroideo GW4064 son

capaces de disminuir la expresion del gen de la LH de manera tiempo y dosis dependiente

en células HepG2. Por otro lado, el silenciamiento especifico del gen FXR mediante el uso
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de un RNA de interferencia suprime el efecto del 4cido quenodexosicédlico sobre la

expresion del gen de la LH (Sirvent y cols., 2004).

Ensayos de delecion del promotor del gen de la LH humana en presencia de este factor de
trascripcion y su agonista permitieron determinar que la regulacién del gen de la LH
mediada por el FXR es posible gracias a un elemento de respuesta localizado entre los

nucledtidos -698 y -541 (Sirvent y cols., 2004).

La mayoria de los elementos de respuesta del FXR reportados son secuencias repetidas
invertidas separadas por un nucleotido, a ellas se une el FXR formando heterodimeros con
el RXRa (Makishima y cols., 1999; Claudel y cols., 2002). Sin embargo, el promotor del
gen de la LH no contiene algun sitio DR1 caracteristico del FXR, por lo cual se propone el
FXR regula la expresion de este gen de manera no clasica. Ademas se determind mediante
ensayos de EMSA que el FXR no se une a los oligonucledtidos que cubren la secuencia de
-698 a -541; por lo tanto, se considera que el FXR regula la expresion de este gen de

manera indirecta (Sirvent y cols., 2004).

9.5 LOS ESTROGENOS REGULAN LA EXPRESION DEL GEN DE LA LH

El gen de la LH estd sujeto a la regulacion de hormonas sexuales, siendo las mujeres
quienes presentan una concentracion menor de la enzima (Bersot y cols., 1999). La
ovulacion y la terapia de reemplazo con estrogenos son las condiciones donde se observan
las concentraciones mas bajas de LH (Kinnunen y cols., 1980; Tikkanen y cols., 1986;
Colvin y cols., 1991; Brinton, 1996). Tomando en cuenta que la actividad sérica de esta
enzima tiene una relacion inversa con los niveles de HDL, se considera que el efecto de los
estrogenos sobre la actividad sérica de la LH es uno de los motivos por los que las mujeres

presentan mayor concentracion de colesterol HDL (Colvin y cols., 1991; Brinton, 1996).

En ratas el efecto de los estrogenos sobre la disminucion de la actividad sérica de la LH

parece estar dado por una represion en la transcripcion del gen, ya que se ha observado una
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disminucion del mensajero (Staels y cols., 1990). En ensayos in vitro el estradiol reprime la
actividad del promotor del gen de la LH humana en células HepG2 que expresan
transitoriamente el receptor de estrogenos a (REa). La represion es abolida cuando se
transfectan mutantes del REa que tienen la delecion de los dominio AF-1, AF-2, dominio

de union al DNA, o los dominios de union al ligando (Jones y cols., 2002).

El andlisis de delecion del promotor del gen de la LH permitié determinar que la secuencia
necesaria para observar una respuesta a los estrogenos se localiza entre los nucledtidos -
1557 a -1175. Dentro de esta secuencia se localiza un elemento de respuesta para AP-1, la
mutacion de este elemento resultd en la pérdida parcial de la represion mediada por los
estrogenos, la cual fue comparable a la observada cuando se eliminan los nucleo6tidos -1577
a -1366. Los resultados anteriores demuestran que dentro de la secuencia -1366/-1175
existen otros elementos importantes para la represion mediada por los estrogenos que aun

no se han caracterizado (Jones y cols., 2002).

Un ensayo de EMSA utilizando un oligonucledtido con la secuencia consenso de un
elemento AP-1 y los extractos nucleares de células HepG2 incubadas con estradiol
permitieron observar la formacion de un complejo DNA-proteina. La actividad del
promotor del gen de la LH disminuy6 al 56% en presencia del REa y un activador del AP-1
(forbol-12-miristato-13-acetato, PMA). Los resultados anteriores permiten considerar que
la regulacion de los estrogenos sobre el promotor del gen de la LH es a través de la
interaccion proteina-proteina entre el AP-1y el REa y no a través de la via clasica donde es

necesaria la presencia de un elemento de respuesta para el REa (Jones y cols., 2002).

9.6 EL USF INCREMENTA LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA LH Y LA
VARIANTE -514 C>T DISMINUYE ESTE EFECTO

En el promotor del gen de la LH se identific6 la variante -514 C>T, la cual estd en

desequilibrio de ligamiento (se hereda de manera conjunta) con la variante -250 G>A. Estas
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variantes se han relacionado con niveles altos de colesterol HDL y una actividad baja de la

enzima LH en suero (Janseny cols., 1997; Guerra y cols., 1997).

Se transfectaron células HepG2 con un vector que contenia el gen reportero CAT bajo el
control de la secuencia promotora que comprende los nucledtidos -895/+50. De forma
individual y en conjunto los alelos -514T y -250A no modificaron la expresion del
reportero (van’t Hooft y cols., 2000). Cuando este experimento se reprodujo utilizando la
secuencia promotora de -684/+27 se observo que la expresion del reportero era muy baja,

por lo cual no era posible establecer el efecto de estos alelos (Botma y cols., 2001).

Considerando que en la secuencia 3’ que precede al inicio de la transcripcion se localizan
elementos de respuesta que reprimen fuertemente la expresion del gen de la LH
(Hadzopoulou y Cardot, 1993) se disminuy6 la longitud de esta secuencia hasta -684/+14,
logrando con ello un aumento de la actividad del gen reportero de tres a cinco veces (Botma
y cols., 2001). En este sistema, al introducir las variantes -250A y -514T se observo una
disminucion del 44% en la expresion del reportero. Sin embargo, de forma individual los
alelos -250A y -514T no presentaron ningun efecto. Al parecer ambas variantes tienen un
efecto minimo en la transcripcion del gen, el cual solo es perceptible cuando ambos efectos

se suman (Botma y cols., 2001).

Al utilizar otro sistema que incluia la transfeccion de células hepaticas murinas (AML12) y
el uso del reportero luciferasa bajo el control de la secuencia promotora -639/+28, se
observd que el alelo -514T disminuia en un 30% la actividad del promotor con respecto al
alelo silvestre. La actividad del promotor utilizando la combinacién entre el alelo -514T y
el alelo -250G fue la misma que cuando se utilizé la combinacion -514T y -250 A (30%).
Por lo cual se concluy6 que al menos en este sistema el polimorfismo -250 G>A no tenia

efecto alguno (Deeb y Peng, 2000).
La diferencia entre los ensayos realizados por Deeb y Botma probablemente se deba a que

las células AMLI12 no expresen todos los factores de transcripcidon necesarios para la

expresion del gen de la LH humana; en particular aquellos a través de los cuales se media el
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efecto de la variante -250 G>A. Esto explica porque en estas células la variante -250 G>A
no tiene efecto, ademas de que en las células HepG2 la combinacién de los alelos -514T y -
250A causan una disminucion de la actividad del promotor de hasta el 44% mientras que en
la células AML12 esta combinacion de alelos s6lo disminuye el 30% de la actividad del

promotor (Deeb y Peng, 2000; Botma y cols., 2001).

La secuencia -1865 a +129 del promotor del gen de la LH fue sujeta a un andlisis de
interaccion DNA-proteina usando los extractos nucleares de hepatocitos de rata
(Hadzopoulou y Cardot, 1993) y de células HepG2 (Oka y cols., 1996). La secuencia
contigua a la posicion -514 no fue protegida de la digestion con DNasa I, sin embargo el
analisis bioinformatico utilizando las bases de datos del Tansfac DataBank y TFSEARCH
proponen la existencia de un elemento de respuesta para USF (upstream stimulatory factor)
y N-Myc (Alex y cols., 1992; Deeb y Peng, 2000; Botma y cols., 2001). La secuencia
consenso para el USF es NCACGTGN, por lo tanto la sustitucion de C>T en la secuencia
homologa del promotor del gen de la LH (CACGGG) podria eliminar la posibilidad de
union del USF (Deeb y Peng, 2000).

En lo que respecta a la variante -250 G>A, ésta se localiza en un secuencia (-255 a -185);
protegida de la digestion con DNasa I gracias a la presencia de extractos nucleares de
hepatocitos de rata (Hadzopoulou y Cardot, 1993). En un analisis in silico se determind que
la variante -250 G>A afecta la unioén de los factores de transcripcion c-Myb y CDP. Sin
embargo, no se han realizado estudios funcionales para saber si estos factores de
transcripcion modifican la expresion del gen de la LH y tampoco se sabe si transcriben
otros genes que tenga relevancia en el metabolismo de lipidos o lipoproteinas (Botma y

cols., 2001).

Los factores de transcripcion USF* y USF* se expresan en varios tejidos de mamiferos,
estos factores regulan la expresion de genes lipogénicos como es L-PK, THRSP y la sintasa
de acidos grasos (Wang y Sul, 1994; Vaulont y Kahn, 1995). En el higado de las ratas, la
proteina USF* se sobre-expresa en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa e

insulina (Wang y Sul, 1994).
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En un ensayo de EMSA, utilizando un oligonucleétido con la secuencia de los nucledtidos -
531 a -502 del promotor del gen de la LH, la proteina USF y un anticuerpo anti-USF* se
observd la formacion de un complejo DNA-proteina. La formacion de este complejo
disminuy6 cuando el oligonucleo6tido contenia el alelo T de la variante -514C>T (Botma y

cols., 2001).

Para conocer cudl era el efecto de la union del factor USF en el promotor del gen de la LH,
se co-transfectaron células HepG2 con un vector de expresion del USF* y un vector con el
reportero CAT bajo el control del promotor del gen de la LH. El factor USF* increment6 de
manera dosis dependiente la actividad del promotor del gen de la LH. Sin embargo, este

efecto se atenu6 con la presencia del alelo -514T (Botma y cols., 2001).

Potencialmente un incremento de la expresion de USF*’ en condiciones de glucosa elevada
y/o insulina tal como ocurre en el postprandio o en estados de hiperinsulinemia pueden por
lo tanto, aumentar la transcripcion del gen de la LH (Wang y Sul, 1994; Vaulont y Kahn,
1995; Botma y cols., 2001). No obstante, la presencia del alelo -514 T podria estar evitando
la union del USF a su elemento de respuesta y por lo tanto disminuir el efecto que la

insulina ejerce sobre el promotor del gen de la LH.

10. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA LH

La proteina transcrita por el gen de la LH consta de de 499 aminoacidos que incluyen el
péptido senal de 22 residuos (Martin y cols., 1988), de tal manera que la proteina secretada
y activa esta conformada de solo 477 aminoacidos. La secuencia de la proteina contiene
varios microdominios funcionales; entre ellos se encuentran 2 segmentos de 10 residuos
hidrofobicos que interactiian con lipidos. Cada segmento contiene un residuo de serina (Ser

168 y Ser 289).

En la LH humana, la Ser 168 se localiza en el centro de la firma Gly-X-Ser-X-Gly, la cual
es parte de la triada catalitica Ser-Asp-His (Ser168, Asp194, His279), localizada en otros
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miembros de la familia de la LH; incluidas la lipasa endotelial, la LPL, la lipasa pancreatica
y otras esterasas (Stahnke y cols., 1987; Jaye y cols., 1999). La mutagénesis sitio dirigida
del residuo Ser 168 demostr6 que este residuo es esencial para la actividad catalitica (Davis

y cols., 1990).

La LH contiene 10 residuos de cisteina separados fisicamente en igual distancia que en la
proteina LPL y la lipasa pancredtica, lo anterior sugiere que la formacion de puentes

disulfuro es importante para la conformacion activa de estas enzimas.

La LH humana contiene cuatro sitios probables de union a heparina, ya que presenta
secuencias XBBBXXBX y XBBXBX (163HKIGRITG y 294CKKGRC), donde B es un
residuo basico; se considera que estas secuencias pueden interactuar con heparan sulfatos

en la superficie de las células (Stahnke y cols., 1987; Sendak y cols., 2000).

De acuerdo con el andlisis de la estructura primaria de la proteina, las firmas y
microdominios anteriores pueden estar formando parte de alguno de los 2 macrodominios
bien definidos: el dominio de lipasa y el dominio PLAT (polycystin-1, lipoxygenase, alpha-

toxin, por sus siglas en inglés) (Figura 6).

El dominio de lipasa es un dominio que esta presente en todas las triacilglicerol lipasas (EC
3.1.1.3). Las lipasas son enzimas lipoliticas que hidrolizan los enlaces éster de los
triglicéridos. Estas enzimas estdn ampliamente distribuidas en el reino animal asi como en
plantas y procariotes (Chapus y cols., 1988). En los vertebrados existen al menos 3
isoenzimas tejido especifico: la pancreatica, hepatica, gastrica/lingual. Estos tres tipos de

lipasas estan muy relacionadas entre si, asi como con la LPL (Persson y cols., 1989).

La secuencia mas conservada de este dominio se centra alrededor del residuo de serina que
forma parte de la triada catalitica (Blow, 1990). En la LH este dominio abarca del residuo

19 a 349.
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El dominio PLAT o LH2 (lipoxigenasa), esta distribuido en una gran variedad de proteinas
asociadas a lipidos o a la membrana plasmatica (Tomchick y cols., 2001), y en la mayoria

de las proteinas en que se ha localizado presenta una longitud aproximada de 150 residuos.

En la secuencia de la LH, este dominio esta distribuido del residuo 352 a 487. La funcion
propuesta de este dominio es favorecer la interaccion con otras proteinas ademas de que
puede estar mediando la interaccion de la cadena polipeptidica con lipidos (Bateman y

Sandford, 1999; Delrieu y cols., 2002).

La estructura tridimensional del dominio PLAT es un sandwich 3 conformado de 2 hojas 3
con 4 cadenas cada una. La secuencia mas conservada del dominio PLAT coincide con las
cadenas [; dentro de estas los residuos mas conservados son residuos no superficiales. En
todos los eucariotes ademas, es una constante que la quinta cadena 3 del dominio PLAT
tiene un residuo en la superficie cargado positivamente (lisina/arginina). La conservacion
de estos residuos cargados en la superficie indica que justo aqui es donde se localiza el sitio

de union al ligando (Bateman y Sandford, 1999).

Figura 6. Dominios de la LH humana. En esta figura se ilustra la estructura probable del la lipasa humana, en
ella se observa a la derecha en amarillo y naranja el dominio PLAT constituido por un sanwich 3 formado con
8 cadenas B; a la izquierda en azil y verde se presenta el dominio lipasa, en esta estructura destacan 4 helises

a capaces de interactuar con lipidos. Modelo generado gracias al software CLC combined Workbench.
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11. SINTESIS Y SECRECION DE LA LH

La LH es secretada como una glucoproteina que es sintetizada en reticulo endopldsmico
(RE). En el RE, el péptido sefial ubicado en el extremo amino se pierde y la proteina
adquiere varias moléculas del aziicar manosa. Durante el transito a través del Golgi la LH
obtiene oligosacaridos complejos que contienen acido sialico (Cisar y Bensadoun, 1987).
La forma madura de la proteina (57-59 kDa, en la rata) es rdpidamente secretada, y se ha
calculado que el tiempo medio de residencia en el hepatocito es de 60 minutos (Cisar y
Bensadoun, 1987). En la rata, la enzima contiene 2 sitios de N-glucosilacion, se ha
observado que la mutacion de alguno de ellos interfiere con el procesamiento adecuado de
la proteina (Stahnke y cols., 1991). Por otro lado, es necesario que se pierdan los residuos

de manosa para que la LH se secrete adecuadamente (Verhoeven y Jansen, 1990).

La LH humana tiene 4 sitios de glucosilacion, los cuales se encuentran en las posiciones 20,
56, 340, y 375 (Wolle y cols., 1993; Ben-Zeev y cols., 1994). La Asn56, es un residuo
conservado que es crucial para la secrecion de la LH activa (Wolle y cols., 1993). La union
de la LH con la proteina chaperona calnexina incrementa la eficiencia de la exportacion de
la proteina desde el RE (Boedeker y cols., 1999), y mediante diferentes técnicas se ha

determinado que la LH se secreta como un homodimero activo (Hill y cols., 1996).

La mutacion Ser289Phe fue descrita en un paciente con deficiencia de LH, este cambio se
encontrd en asociacion con la mutacion Thr405Met; la primera mutacién modificaba la
actividad de la enzima mientras que la segunda causa disminucion en la secrecion; por lo
cual se considera que la presencia de este residuo podria ser importante para un adecuado

trafico de la proteina (Hegele y cols., 1994).

Experimentos de inmunolocalizacion en diferentes tejidos de ratones y conejos que sobre-
expresan la LH humana revelan que ésta se localiza principalmente en la superficie de los
sinusoides hepaticos y en las microvellosidades de las células parenquimales (Breedveld y
cols., 1997; Sanan y cols., 1997). Esta enzima también se localiza en los vasos sanguineos

de las glandulas suprarenales (Persoon y cols., 1986) y su actividad puede ser inducida por
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corticotropina (Jansen y cols., 1983). En el ovario y especificamente en el cuerpo luteo se

reportd una actividad minima de la enzima en la pre-ovulacién (Jansen y cols., 1985).

Tanto en las glandulas suprarrenales como en los foliculos de la rata y el humano se ha
identificado la presencia de un RNAm truncado, el cual carece de los dos primeros exones.
Este RNAm codifica una proteina de 45kDa que no tiene actividad catalitica ademas de que
no se secreta (Verhoeven y cols., 1994a, Verhoeven y cols., 1994b). Por lo tanto se
considera que la enzima activa es sintetizada en los hepatocitos, pasa a la circulacion y
gracias a esto puede adherirse al ovario y los vasos sanguineos de las glandulas

suprarenales (Hixenbaugh y cols., 1989; Verhoeven y cols., 1994a).

12. DEFICIENCIA GENETICA DE LH

La deficiencia genética de LH es una enfermedad con herencia autosomica recesiva; los
primeros pacientes descritos presentaban hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, y un
riesgo incrementado de desarrollar enfermedad arterial coronaria (EAC) prematura a pesar
de tener niveles elevados de colesterol HDL (Connelly y cols., 1990; Hegele y cols., 1992;
1993). Las mutaciones identificadas en estas dos familias fueron S289F (la enzima no tiene

actividad) y T405M (la enzima solo tiene un 30% de actividad) (Durstenfeld y cols., 1994).

En estas familias los pacientes con deficiencia severa se caracterizan por tener VLDL con
migracion pre-f; (VLDL pre-B, lipoproteinas con alto contenido en lipidos), cuando los
niveles de triglicéridos se elevan por arriba de 1 mM/l, sin embargo, el contenido de
colesterol LDL y HDL puede ser normal o estar incrementado (Huff y cols., 1993). Las
particulas VLDL de estos pacientes contienen predominantemente ApoB-100 y ApoE; y en
cultivo celular estas lipoproteinas tienen una gran habilidad para estimular la
transformacion de los macrofagos a células espumosas (Connelly y cols., 1988; Huff y
cols., 1993). La presencia de células espumosas es un factor de riesgo importante para el

desarrollo de enfermedad arterial coronaria.
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En una familia finlandesa se identificaron 2 mutaciones: R208H (la enzima no es
secretada) y L356F (la enzima presenta solo un 30% de actividad). A pesar de que ambas
mutaciones se encuentran en el mismo cromosoma, los miembros afectados presentan
elevaciones moderadas de triglicéridos totales, triglicéridos en IDL y LDL, asi como
concentraciones moderadas de LDL carente de colesterol y rica en triglicéridos (Knudsen y

cols., 1997).

Otros pacientes con deficiencia de LH son heterocigotos compuestos L356F/T405M y
presentan un fenotipo muy sutil; con ligero incremento de colesterol LDL, asi como un
incremento en colesterol HDL, en particular de las subfracciones de mayor didmetro y
menor densidad HDL,, y HDl,, (Knudsen y cols., 1996). También las particulas LDL son
mas ligeras, menos densas, y con un diametro mayor (Auwerx y cols., 1989). Estas

enormes particulas LDL contienen ApoB-100 y estan enriquecidas de triglicéridos.

Un paciente con deficiencia severa de LH y solo un 50% de la actividad normal de la LPL
presentaba una disminucién en la conversion de las VLDL pequetias a IDL, y asi mismo un
decremento importante en la conversion de IDL a LDL (Demant y cols., 1988). Otro
paciente con una mutacién homocigota en sitio de procesamiento del exén 1, que genera un

transcrito truncado tenia hipertrigliceridemia y EAC prematura (Brand y cols., 1996).

Dos hermanos con deficiencia de LH presentaron EAC prematura con hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia y niveles elevados de colesterol HDL y ApoA-I. Cuando se sometieron
a tratamiento con andrégenos (estanozolol, un potenciador de la actividad de la LH), los
pacientes presentaron una disminucidon parcial de colesterol HDL, y de ApoA-I

(Bausserman y cols., 1997).

En conclusion, estos resultados muestran que las principales caracteristicas de los pacientes
con deficiencia de LH son incremento en las IDL (lo cual es equivalente a un incremento de
las LDL de gran tamafio), niveles disminuidos de las LDL de radio normal, y acumulacion
de las HDL grandes y abundantes en triglicéridos. Estos hallazgos son consistentes con los

estudios in vitro ¢ in vivo, demostrando que la LH juega un papel importante en la
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conversion de VLDL pequefias a IDL; asi como la conversion de IDL a LDL, y en el
remodelaje de la HDL, abundantes en triglicéridos para transformarlas en particulas

pequenas (Shirai y cols., 1981; Goldberg y cols., 1982).

13. FACTORES QUE MODIFICAN LA ACTIVIDAD Y LOS NIVELES DE LH

Algunos nutrientes son capaces de modificar la actividad de la LH. En ratas se ha
observado que la actividad de esta enzima puede ser inhibida por dietas abundantes en
grasas saturadas (Summerfield y cols., 1984) o enriquecida con aceite de pescado (Benhizia
y cols., 1994a). En cambio las dietas enriquecidas en colesterol reducen la actividad sérica

de la LH ya que disminuyen la expresion del gen en un 30% (Benhizia y cols., 1994b).

Los fibratos son farmacos hipolipemiantes capaces de activar a los factores de transcripcion
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor). En sujetos normolipémicos asi como en
sujetos hipertrigliceridémicos estos farmacos incrementan la actividad sérica de la LH, no
obstante, no se ha identificado un elemento de respuesta para estos factores de transcripcion
en el gen de la LH (Miller y Spence, 1998). En contraste, las estatinas disminuyen la
actividad sérica de la LH en pacientes dislipidémicos. Este efecto es alelo especifico, ya
que los portadores del genotipo -514 C/C experimentan una disminucion mayor (Zambon y

cols., 2001).

La administracion de una infusion de heparina remueve la LH de los capilares hepaticos; y
el uso prolongado puede incrementar la actividad sérica de la enzima. Al parecer este
farmaco tiene dos acciones: por un lado estabiliza la estructura de la proteina, lo cual inhibe
su degradacion ademas de que incrementa la transcripcion del gen de la LH (Bush y cols.,

1989; Ragab y cols., 1995).
En cuanto al control hormonal, los estrogenos disminuyen la actividad sérica de la LH,

debido a que disminuyen la transcripcion del gen (Jones y cols., 2002); mientras que

progestagenos y esteroides anabodlicos incrementan su actividad (Tikkanen y cols., 1982;

Facultad de Quimica 34 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

Sorva y cols., 1988). En humanos, la corticotropina disminuye significativamente la
actividad sérica de la LH, aunque el mecanismo de accion se desconoce (Berg y Nilsson-

Ehle, 1994).

La actividad de la LH varia en paralelo con los niveles de hormonas tiroideas, tal como se
observa en enfermos con hipo e hipertiroidismo, o después de la administracion de tiroxina
(Valdemarsson y cols., 1983). Aunque el mecanismo mediante el cual estas hormonas
act@ian no es muy claro, ya que en células cultivadas en presencia de hormonas tiroideas la
actividad de la LH se incrementa, pero no se modifican las concentraciones del RNAm o de
la proteina Por lo tanto en los pacientes que tienen alterados los niveles de hormanas

tiroideas suelen modificarse los perfiles lipidicos (Kihara y cols., 1993).

La insulina es una hormona que se relaciona positivamente con la actividad sérica de la LH,
incluso en los pacientes insulinodependientes la actividad de la LH esta reducida en un 50%
(Caixas y cols., 1998). En estos pacientes la administracion intraperitoneal de la hormona,
incrementa la actividad de la LH (Ruotolo y cols., 1994). Tanto en pacientes con diabetes
tipo 2 asi como personas normoglucémicas, los niveles elevados de insulina estan asociados
con actividad elevada de la LH, asi como con niveles bajos de colesterol HDL, (Syvanne y
cols., 1995). Parece ser que la LH es la responsable de la relacion inversa entre los niveles
de insulina y la concentracion de colesterol HDL. En ratas, la insulina también estimula la
actividad de la LH secretada por los hepatocitos (Emmison y cols., 1992), pero no se sabe
aun si la regulacion de la insulina incluye mecanismos transcripcionales o post-

transcripcionales.

Las catecolaminas son responsables de los cambios en la expresion de la LH asociados con
la alimentacion y el ayuno. La adrenalina reduce la secrecion de la LH por los hepatocitos,

principalmente por un mecanismo post-traduccional (Neve y cols., 1997).
En el raton (ob/ob) deficiente en leptina los niveles del RNAm de la LH disminuyen; en

estos animales la administracion de leptina logra restablecer los niveles expresion de la LH

(Liang y Tall, 2001), aunque el mecanismo de accion no se ha establecido.
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Lo anterior demuestra que la expresion del gen de la LH asi como la actividad de la enzima
estan influenciadas por hormonas, farmacos y el estado nutricional de un individuo; de tal

manera que la actividad sérica de cualquier sujeto dependera de la suma de estos factores.

Otro factor que también tiene una gran importancia en la regulacion de la actividad
enzimatica de la LH son las variantes alélicas del gen que la codifica, por lo tanto varios
grupos de investigacion se han dado a la tarea de desarrollar estrategias para su

identificacion.
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14. JUSTIFICACION

La hipoalfalipoproteinamia (niveles de colesterol HDL< 35 mg/dl) esta presente en el 50%
de la poblacion mexicana. Esta dislipidemia es un factor de riesgo mayor para el desarrollo
de enfermedad arterial coronaria asi como de la enfermedad cerebro vascular, entidades

clinicas que ocupan las primeras causas de muerte en México.

Se ha hecho evidente que la variacion en los niveles de estas lipoproteinas tiene un
componente genético, y en la mayor parte de los casos este rasgo presenta un patron de

herencia poligénica.

Las bases genéticas de la regulacién de los niveles de HDL en la poblacion mexicana no han
sido estudiadas. El conocer las variantes alélicas que modifican los niveles de las HDL
podria ayudarnos a implementar medidas oportunas de deteccién en los pacientes en riesgo

de desarrollar enfermedad cardiovascular.
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15. HIPOTESIS
En la poblacién mestiza mexicana es posible que existan variantes alélicas en el gen de la

LH que participan en la modulacion de los niveles del colesterol HDL.

16. OBJETIVO GENERAL
Identificar variantes alélicas con posible repercusion funcional en el gen de la LH
relacionadas con la modulacion de los niveles plasmaticos de las HDL en poblacion

mexicana.
17. OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Buscar SNPs en el promotor y la secuencia codificante del gen de la LH en sujetos

mexicanos con hipoalfalipoproteinemia e hiperalfalipoproteinemia.

2.- En el caso de localizar SNPs no sinénimos, predecir el efecto del cambio de aminoéacido

sobre la funcion de la proteina.

3.-Analizar si existen variantes alélicas que pudieran modificar los elementos de respuesta

del promotor del gende la LH .
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18. MATERIALES Y METODOS

18.1. SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos de estudio fueron captados a través de la consulta de Endocrinologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ). El
proyecto fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion en Humanos del INCMNSZ y

los médicos tratantes obtuvieron el consentimiento informado de cada uno de ellos (Anexo

1.

18.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION
1) Individuos mestizos mexicanos de ambos géneros con hipoalfalipoproteinemia
(colesterol HDL <percentila 10, calculada por edad y genero) y TG < 150 mg/dl. Se
consideré como mexicanos aquellos sujetos cuyos abuelos y padres son de origen
mexicano. Edad de 20-69 afios
2) Individuos mexicanos con hiperalfalipoproteinemia (colesterol HDL > percentila

90). El rango de edad fue el mismo que para el grupo de hipoalfalipoproteinemia.

18.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
1) Obesidad (indice de masa corporal, IMC > 30), diabetes, enfermedad hepatica,
enfermedad renal, disfuncion tiroidea, alcoholismo, tabaquismo, infeccion aguda
durante 3 semanas previas a la toma de la muestra, tratamiento con hormonas

esteroides, y tratamiento con fArmacos hipolipemiantes.

18.2. TAMARNO DE LA MUESTRA

Se incluyeron 30 individuos de cada grupo, 15 de ellos son hombres y 15 son mujeres.

18.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS Y ANTROPOMETRICOS

En el Departamento de Endocrinologia del INCMNSZ se determinaron los pardmetros
bioquimicos usando procedimientos comerciales estandarizados (Boehringer-Mannheim).
Se obtuvo una muestra de sangre de cada uno de los participantes después de 12 horas de
ayuno. La glucosa, creatinina, colesterol total, triacilgliceroles y el colesterol HDL se

determinaron por métodos enzimaticos. El colesterol LDL se midi6 por la formula de
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Friedewald; la ApoA-I y la ApoB se determinaron por nefelometria (Anderson y cols.,

1987). Mientras que la concentracion de insulina ser midid por radioinmunoensayo.

A cada uno de ellos se le realizo un cuestionario (Anexo 2) para recabar datos acerca de su
estatus socioecondmico e historia médica familiar. Este cuestionario nos permitio descartar
a la sujetos que consumian alcohol y tabaco, asi como aquellos que utilizaban farmacos o
tenian alguna enfermedad que modificara los perfiles lipidicos. Se determino la

circunferencia de la cintura y la cadera, el peso, la talla y la presion arterial.

18.4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA BUSQUEDA DE VARIANTES
ALELICAS EN EL GEN DE LA LH

18.4.1. TOMA DE MUESTRA

Se tomo una muestra de 5 ml de sangre periférica a cada uno de los participantes en el
estudio. El anticoagulante utilizado fue EDTA y cada muestra permanecio a -20 °C antes de

la purificacion de DNA.

18.4.2. OBTENCION DEL DNA GENOMICO

Se realizé purificacion de DNA a partir de sangre total mediante la técnica que utiliza fenol
(Sambrook y cols., 1989). Cada muestra se homogeneizo y se transfirieron 0.5 ml de sangre
a un tubo de 1.5 ml, adicionandole 1 volumen del amortiguador de lisis de glébulos rojos (5
mM de MgCl,, 10 mM Tris HCI pH 7.6, 10 mM de NaCl), se mezclaron las muestras en el
tubo para después ser centrifugadas por 10 min a 5,000 rpm y a temperatura ambiente.

Después de la centrifugacion se eliminé el sobrenadante.

Al boton de células se le agregd 380 pl de amortiguador para la lisis de células blancas (10
mM de Tris HCI pH 7.6, 50 mM de NaCl, 10 mM de EDTA pH 8.0, 0.2% de SDS, 200
pg/ml de proteinasa K), y se incubd a 55 °C por 30 minutos. Después de la incubacion se
extrajo el DNA; al tubo anterior se la anadieron 200 pl de la mezcla fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25: 24: 1), se mezcld en vortex, y se centrifugd a 12,000 rpm en

microcentrifuga a temperatura ambiente por 1 min. La fase superior (acuosa) se transfirio a
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un tubo de 1.5 ml y se le adicioné 10 pl de NaCl 5 mM y 1 ml de etanol frio (-20 °C). Se
mezclo suavemente por inversion hasta que el DNA precipito. Se centrifugo a 12,000 rpm,
se decant6 el sobrenadante y se lavd el boton con 1 ml de etanol frio al 80%. El boton se
secO y se resuspendi6 en agua estéril. Para la solubilizacion completa del DNA, el tubo se

dejé a 50 °C por 12 horas.

18.4.3. INTEGRIDAD Y CUANTIFICACION DEL DNA

Se analiz6 el DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con 0.7 pl de bromuro
de etidio (0.5 pg/ml), en amortiguador TBE (Tris base 0.089 M, acido boérico 0.089 M,
EDTA 0.002 pH 8), el corrimiento se realizdo a 100 volts por 20 minutos. Después de la
electroforesis la integridad del DNA se analiz6 exponiendo el gel a un transiluminador de

luz UV.

El DNA se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm y también se midio la absorbancia a
280 nm. Se calcul¢ la relacion de absorbancias 260 nm/280 nm para saber si las muestras de
DNA no contenian proteinas a una concentracion tal que pudieran interferir con la reaccion

de PCR.

18.4.4. REACCION DE PCR

18.4.4.1. FUNDAMENTO
La técnica de PCR (polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa) se

fundamenta en la amplificacion de secuencias especificas de DNA mediante una reaccion in
vitro. Esto nos permite obtener varias copias de un fragmento de DNA. Para enmarcar la
secuencia de interés, se utilizan dos oligonucleo6tidos (secuencias cortas de nucleotidos). La
reaccion se lleva a cabo en un termociclador, aparato en el que se pueden alcanzar diferentes
temperaturas, ademas de que estas se mantienen por un tiempo especifico; logrando asi la

determinacion de un ciclo que se puede repetir varias veces.

Durante estos ciclos el DNA templado se desnaturaliza a una temperatura de 95°C, en el
siguiente paso, los oligonucledtidos se alinean con su secuencia blanco a una temperatura
entre 55°C y 68°C, lo cual evita uniones inespecificas. En el ultimo de los pasos la

temperatura se incrementa a 72°C para sintetizar nuevas copias del DNA gracias a una
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polimerasa termoestable (Taq polimerasa) que incorpora los nucledtidos para formar las

cadenas hijas a partir del DNA templado (Saiki y cols., 1985; Mullis y Faloona, 1987).

Se realizan entre 25 y 40 ciclos dependiendo de la sensibilidad del método que se va a
utilizar para la deteccion del producto de PCR. Por otro lado, la eficiencia de la reaccion de
PCR no es la misma para todos los sistemas y esta depende principalmente de la naturaleza
de cada fragmento de DNA vy de la calidad del DNA templado. De tal manera que a menor
eficiencia de reaccion y menor sensibilidad del método de deteccion se deberan realizar un
mayor nimero de ciclos. Sin embargo, es importante mencionar que existe un limite en el
numero de ciclos que podemos realizar, ya que como en cualquier reaccion la disponibilidad
de los reactivos disminuye a medida que estos se van consumiendo para generar los

productos; ademas de que la enzima pierde actividad en cada ciclo que se realiza.

Finalmente es posible comprobar que se obtuvo el producto deseado por medio de una
electroforesis, en la cual se corre un marcador de DNA para comprobar que el producto

tiene la calidad y el tamafo adecuado.

18.4.4.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA TECNICA DE PCR
El volumen total de reaccion de la mezcla para la PCR fue de 15 pl. Esta mezcla contenia:

1.5 ul de amortiguador 10X (Tris-HC1 150 mM pH 8, KCI 500 mM), 0.9 ul de MgCl, 25
mM, 1.2 ul de una mezcla equimolar al 2.5 mM de nucleoétidos (adenina, citosina, timina, y
guanina), 50 ng de cada oligonucleotido, 0.5 U de Taq polimerasa (AmpliTaq Gold, Applied
Biosystems), 50 ng de DNA genomico y agua para completar 15 pl.

La temperatura inicial de desnaturalizacion fue de 95°C durante 10 minutos; se siguieron 35
ciclos que incluian cada uno 3 temperaturas: temperatura de desnaturalizacion a 95°C,
temperatura de alineamiento especifica para cada reaccion y temperatura de elongacion a 72
°C. Cada una de las 3 temperaturas anteriores se mantuvo por 30 segundos; y finalmente una

temperatura de elongacion de 72°C por 10 minutos.
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Las temperaturas especificas de apareamiento se muestran en la tabla 1. Los
oligonucleotidos se sintetizaron en base a la secuencia publicada del gen, utilizando para
esto el software Oligos (Institute of Biotechnology, University of Helsinki). Estos
oligonucleo6tidos se unen a secuencias intronicas, por lo tanto nos permitieron también el
estudio de las secuencias intron-exén. Ademadas de la secuencia codificante del gen, se

estudio una kilobase hacia la secuencia 5° de la caja TATA.

Fragmento Oligonucleotido sentido Oligonucleotido antisentido Tamaiio pb| Temperatura®C
Exon1 | TGGGGGCAGTAAAGAAAGGG CTGGCACGCTCTGAAGCAAGC 360 65
Exon2 | GCAGATGCCAGGCTAAGCACC TGGAGTTGTTATCACCAGCTCCC 335 65
Exon3 | GGGAGAAAGGAAACTAGTGCGACC | GGAGGGAAAGGAGGGAAGGG 279 65
Exon4 | GCAAAAGGCTTTCATCCAGGCAG CCTTGTTGGATGCCCCTATGGAG 290 65
Exon5 | CCCCTCTCCTTGCTCCTGCG CCCATTGAAATGTAGGCCGGTG 235 60
Exon 6 | GGCTGCTTTGGGTTAAGGGGTG CCAGGAAAGAAGCCAAGGGGAC 329 65
Exon7 | GCAATGTGTTCTCTCTTGCCTTG CTGGAATAAAGTAGTTGTAGCTGGC 380 60
Exén 8 | GAACACTAGTTTGGGAAATGCAGC | GAGTATTAAATTGTGAGACTGCCTGG 656 65
Exon9 | TGAAACACTTCAATAAGCTCCACC | TTTGGCTTCTAAATAAGGCAGC 427 60
LHP1 GGCACTCACCTCCACGCCCAG TGCAAGGGGGATGCTGGCTCAG 627 65
LHP2 | CTTCGTCAGCTCCTTTTGACACGG CGGGGTCCAGGCTTTCTTGG 564 65

Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para el estudio del gen de la LH. Fragmento indica el exon amplificado, Oligonucleétido sentido y
antisentido indican la secuencia de los oligos, Tamafio pb indica el tamafio del amplificado en pares de bases, y Temperatura indica la

temperatura de apareamiento.

18.4.5. TECNICA DE SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE DNA

18.4.5.1. FUNDAMENTO

Durante la electroforesis capilar del DNA, uno a uno las nucle6tidos marcados con un
fluoréforo pasan por una ventana donde un rayo laser los excita y emiten fluorescencia. La
longitud de onda de emision dependera de la estructura quimica del fluordéforo, con el que
esté marcado cada nucledtido (R6G para Adenina, ROX para Citosina, R110 para Guanina y
TAMRA para Timina). La longitud de onda de emisién asi como su intensidad son

detectadas por un mecanismo sensible a fluorescencia.

Esta informacion es transferida a una computadora, un software la transforma para que se
pueda interpretar. Finalmente, lo que se obtiene es un registro grafico en 4 colores (cada uno
identifica la presencia de una de la cuatro bases nitrogenadas de DNA) llamado

electroferograma. Este registro muestra la secuencia de los nucledtidos amplificados por una
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PCR vy las senales registradas se presentan como picos de colores, cada pico presenta un solo

color y este corresponde al nucledtido que fue detectado en la ventana.

18.4.5.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA SECUENCIACION
AUTOMATIZADA DE DNA

Para la secuenciacion automatizada primero se realizdé una amplificacion por PCR de las
muestras de interés. Los productos de esta primera reaccion se purificaron en columnas
QIAGEN (QIAquick PCR Purification Kit). Las etapas para la purificacion incluyen: unién
del DNA a la matriz de la columna, lavado del DNA con un amortiguador, secado del DNA
y elusion con agua bidestilada libre de DNasas. Una vez purificados los productos se

utilizaron como DNA templado para una segunda reaccion de PCR.

Durante la reaccion se incorporan nucledtidos fluorescentes (DNA Sequencing Kit BigDye
Terminator v 3.0, Applied Biosystems) y s6lo se amplificd una de las cadenas de cada alelo
para evitar interferencia de las cadenas complementarias en el momento de la electroforesis.
Por lo tanto la mezcla de reaccion para PCR soélo incluyé el oligonucledtido sentido o

antisentido.

La mezcla de reaccion de la PCR para la incorporacion de los nucleotidos fluorescentes fue
la siguiente: 2 ul del reactivo BigDye, 3 ul de amortiguador 5X, 50 ng del oligonucledtido,
100 ng del DNA templado purificado y agua hasta completar 20 pl. Las condiciones para la
amplificacion fueron las siguientes: la temperatura inicial de desnaturalizacion fue de 95 °C
durante 3 minutos; para la amplificacion se utilizaron 25 ciclos que incluian cada uno 3
temperaturas: temperatura de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, temperatura de
apareamiento de 52 °C por 10 segundos y temperatura de elongacion a 60 °C por 4 minutos;
finalmente se utiliz6 una temperatura de elongacion de 60 °C la cual se mantuvo por 7

minutos.
Los productos de la reaccion de incorporacion se purificaron en columnas de sephadex G50

hidratado (CentriSep, Applied Biosystems), el producto ya purificado se secé a temperatura

ambiente por 20 minutos en un secador a vacio. Una vez secos los productos se
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resuspendieron en una solucioén de formamida Hi-Di (Applied Biosystems), y se colocaron

en una placa de 96 pozos.

Los productos de la PCR se desnaturalizaron por 2 minutos a 95°C y se pasaron a hielo. La
placa con las muestras se coloco en el secuenciador automatico (ABIPRISM modelo 3100);
aqui cada una de las muestras se sometio a electroforesis capilar utilizando el amortiguador

TBE 1X 'y una matriz de acrilamida (POP6 de Applied Biosystems).

18.4.6. PREDICCION TEORICA DE LOS EFECTOS DE LAS VARIANTES NO
SINONIMAS DE LA SECUENCIA CODIFICANTE

18.4.6.1. FUNDAMENTO
Gran parte de las variaciones en el genoma humano son variaciones de un solo nucledtido

también conocidas como SNPs. Se sabe que algunas de estas variaciones son causa de
diferencias fenotipicas entre los individuos. Se ha demostrado en estudios recientes que es
posible predecir el efecto de variantes no sinéonimas sobre la funcion/estructura de una
proteina via el analisis de alineamientos multiples de secuencias y el andlisis de estructuras

tridimensionales de proteinas (Sunyaev y cols., 2001; Ramensky y cols., 2002).

El programa PolyPhen de la EMBL-Heidelberg es una herramienta bioinformatica para la
prediccion del posible impacto de la sustitucion de un aminoacido en la estructura y/o la
funcion de una proteina. Esta prediccion estd basada en reglas empiricas que son aplicables
a la secuencia, filogenia y la informacidon estructural que caracteriza a la sustitucion

(http://coot.embl.de/PolyPhen/).

18.4.6.2. CONDICIONES DEL ANALISIS IN SILICO
Se realizaron dos andlisis en los que Unicamente se modifico la base de estructuras de

proteinas contra las que se compararia nuestra proteina; de tal forma que se utilizo la base
PQS (Protein Cuaternary Structure) y el PBD (Protein Data Bank). En cuanto a los demas
parametros se utilizaron las condiciones estandar. Estos incluyeron realizar un alineamiento
de secuencias con una longitud minima de 100 aa y una identidad de al menos 50%, la
longitud maxima de “gap” en el alineamiento fue de 20 aa y la resolucion minima en la

estructura tridimensional de 6 A.
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19. RESULTADOS Y DISCUSION

En las tablas 2 y 3 se muestras los valores promedio y la desviacion estandar de las
caracteristicas generales y los perfiles lipidicos de los sujetos de estudio. Los 60
participantes cumplieron con los criterios de seleccion y de todos ellos se realizd
purificacion de DNA.

EDAD IMC W/H PAS PAD
HOLY | 35.6: 14.7 | 25.1: 3.0 | 0.84 0.06 | 112+ 12.5 | 73.3: 10.1
HDL4 | 38.6: 17.8 | 22.8: 2.8 | 0.85: 0.06 | 117+ 16.2 | 78.5: 8.26

Tabla 2. Caracteristicas generales de los sujetos de estudio. Edad en afios; IMC, indice de masa corporal,
W/H, indice cintura cadera; PAS y PAD, presion arterial sistolica y diastélica respectivamente (mmHg).

HDL LDL ApoA-I | ApoB T6 CcT Glucosa |Creatinina] A. UR.
HDL | | 30: 2.7 [109.9: 35.9|105.3: 7.1]108+ 25.2| 121+ 39.5|164.2+ 39.3[90.2: 11.0[0.97: 0.20[5.51+ 1.28
HDL 4 |74.8+ 14.5|124.12 43.1| 164+ 31.1 |127+ 28.7]90.4+ 41.2|216.9+ 48.9| 86.4+ 8.7 |0.95+ 0.19[4.78+ 1.38

Tabla 3. Perfil lipidico y quimica sanguinea de los sujetos de estudio. Los valores de colesterol HDL, LDL,
ApoA-I, ApoB, triglicéridos (TG), colesterol total (CT), Glucosa, Creatinina y &cido urico (A. UR.) estan
dados en mg/dl.

Después de secuenciar los 9 exones del gen y la secuencia promotora se identificaron 21
variantes en el gen de la LH, 15 variantes estuvieron presentes en ambos grupos y el resto
fueron variantes exclusivas de alguno de ellos (grupo con HDLs altas o grupo con HDLs

bajas).

19.1. VARIANTES ALELICAS PRESENTES EN AMBOS GRUPOS

De las 15 variantes presentes en ambos grupos cinco se localizan en la secuencia promotora
del gen. Las variantes -250 G>A (rs2070895), -514 C>T (rs1800588), -710 T>C
(rs1077834) y -763 A>G (rs1077835) estan en perfecto desequilibrio de ligamiento en la

muestra analizada; es decir, se heredan de manera conjunta formado solamente dos
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haplotipos (combinacion de alelos). De tal manera que los individuos que son homocigotos
para el alelo -250 G también son homocigotos -514 C, -710 T,y -763 A.

Estas cuatro variantes ya han sido reportadas y entre paréntesis se muestra el namero de
identificacion de cada una de ellas de acuerdo al registro general de SNPs del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Como en la muestra analizada, en todas
las poblaciones estudiadas las variantes estan en desequilibrio de ligamiento (Isaacs y cols.,
2004). En algunas poblaciones el alelo -514 T es el menos frecuente y se asocia a una
disminucion del 30-40% de la actividad sérica de la LH y niveles elevados de colesterol
HDL (Janseny cols., 1997; Guerra y cols., 1997).

Sin embargo, en la muestra analizada el alelo -514 T no se encontr6 en mayor proporcion
en el grupo de HDLs altos (hiperalfalipoproteinemia). El analisis consistié en realizar una
prueba de »* (Tabla 4) para saber si uno de los haplotipos (p= 0.27) o alguno de sus tres
genotipos (p= 0.52) se encontraban con mayor frecuencia en alguno de los dos grupos. No
se observo significancia, por lo cual, podemos inferir que esta variante podria tener un
efecto neutral en la modulacién de las HDL en nuestra poblacion. Es decir, el efecto que
esta variante ejerce en la modulacion de la expresion del gen no es suficiente para generar

una modificacion en el metabolismo de las HDL.

Un efecto neutral de esta variante ya ha sido observado en otras poblaciones analizadas
(Vegay cols., 1998; Tahvanainen y cols., 1998; Grundy y cols., 1999a; Carr y cols., 2002;
St-Pierre y cols., 2003), sin embargo, no se ha determinado con exactitud cuales son los
factores que enmascaran o disminuyen su efecto. Por lo tanto, para descartar si esta variante
influye en los niveles de HDL en esta poblacion, se requiere realizar un analisis con un

numero mayor de sujetos.
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-250 G>A -514 C>T -710 T>C -763 A>G -602 6>T
Genotipo | 66 |GA|AA| CC | CT | TT (TT | TC | CC [AA|AG |GG | 66 | 6T [ TT

HoL v | 7 16| 7| 7|16l 7| 7 |16| 7 | 7|16l 7| 20| 1| o0

HDL 4 5 (14|11 | 5 |14 (11 | 5 |14 | 11 | b |14 ]| 11 | 29 1 0]

pHupIoTipo/AIeIo 0.27 1.0

Perotipo 0.52 1.0

Tabla 4. Variantes identificadas en ambos grupos en el promotor del gen de la LH.

La otra variante del promotor que se encontré en ambos grupos es -602 G>T (rs35588604),
al igual que las variantes anteriores ya ha sido reportada. El alelo T tiene una frecuencia
muy baja ya que solo se encontr6 en un sujeto de cada grupo (Tabla 4). Esto mismo ocurre
en las poblaciones donde se ha identificado la variante, ademas de que ninguno de los
alelos ha sido relacionado con HDLs bajas o altas; por lo que, se puede inferir que esta
variante no tiene influencia sobre la expresion del gen (Hegele y cols., 1992; Hegele y
cols., 1993).

Otras variantes que al igual que la anterior parecen tener un claro efecto neutral son las
variantes intrénicas: 1VS1+52 C>T (rs8192701), IVS1+64 A>G (rs11631342), 1VS5-10
C>A (rs6080), 1VS7-149 C>G (rs33931419), IVS7+31 T>C y la variante de secuencia
codificante N215S A>G localizada en el exon 5 (rs6083) (Tablas 5y 6). En cada uno de los
grupos el nimero de individuos con cada uno de los genotipos fue exactamente el mismo,
debido a esto los valores de p que resultaron de comparar las frecuencias alélicas asi como

las frecuencias genotipicas en todos los casos fue de 1.
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IVS1+52 C>T | IVS1+64 A>6 | VO95M G>A V155V T>6 IVS5 -10C>A

Genotipo | CC [CT [TT | AA | A6 [ 66 | 66 | GA | AA | TT | TG | 66 | CC | CA | AA

HDL v 26 | 4 | 0O [29 | 1 O [24 | 6 0 8 |12(10|27) 3 | O

HDLf 26 | 4 | 0 [29 | 1 O [25 | 5 O |[11]12| 7 |27 3 | O

Palelo 1.0 1.0 0.75 0.27 1.0

Péenotipo 1.0 1.0 0.73 0.40 1.0

Tabla 5. Variantes identificadas en ambos grupos intrén 1, exén 3, exén 4 e intron 5.

Ninguna de estas variantes se ha relacionado con modificacion de la actividad de la LH o
modulacion de las HDL (Hegele y cols., 1992; Hegele y cols., 1993). Anteriormente se
consideraba que la variante no sindnima N215S afectaba la actividad de la enzima LH ya
que se identifico en una familia con deficiencia de LH. En un analisis mas detallado se
observo que los individuos con esta enfermedad ademas tenian la variante T405M. Debido
a que los homocigotos N215S que no eran portadores de la variante T405M presentaban
actividad sérica normal de la enzima, se dedujo que la variante que generaba la deficiencia
genética de LH era T405M (Durstenfeld y cols., 1994).

Dado que la variante del exén 5 (N215S) es una variante no sinénima, se realiz6 un analisis
bioinformatico para analizar cual era la prediccion tedrica del efecto de este cambio de
aminoacido en la funcion de la enzima. El programa Polyphen realizé un alineamiento de
40 secuencias de proteinas que pertenecen a la familia de las triacilglicerol lipasas y calculd
la diferencia de PSIC score (Position-Specific Independent Counts) entre el aminoacido
asparagina y serina. Este valor, nos permite determinar el grado de incompatibilidad de la
sustitucion de acuerdo al espectro de aminoacidos que pueden ocupar esta posicion, en

proteinas homologas.
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_
Acc number Poeiﬁon AAyq Mz Description SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE

sruse  [215 W5 | upase el LENGTH 4994 Rogon S Fesrolave  Cricaiies

N/A N/A  show FT fields for A2RUB4 NI/A

Prediction Multiple ali  E i T it

This variant is predicted to be benign Sequences:| all v |Flanks:25 || Showalignment |

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data ‘Score1 Score2 Observations
benign  alignment  alignment N/A PSIC score difference: 1.24e| +0746 0500 40

Figura 7. Resultados del andlisis bioinformatico de la variante N215S.

o QUERY: . . . ITGLDAAGPLFEGSAPSNRLSPDDA[N D SVGIKD

1 reflNP 001075501.1] lipase, hepatic [Oryctolagus cuniculus] >gil... .=+ ITGLD FECTSASDELSEDDA|T FvD s QPVGH.
2 refINP 001030487.1) lipase. hepatic [Bos taurus] >gil110810412ls... « e ITGLD FEXASLSDRLSFDDA|N FvD S QPIAH.
3 20lF27BSAILIEC MOUSE  Hepatic triacylglycerol lipase p (H... ---IIGLD FECTSPNERLSPDDA|N FvD s QPIAH.
4 ref|XP 5354952 PREDICTED: similar to Hepatic triacylglyceroll... ... T LD FEGSSPNDRLSPDDE|D FVD S QPIAH.
5| soIPOTSSTILIPC RAT Hepatic triacylgly lipase p (Hep... « « « IIGLDPAGPMFE ERLSPDDA|N FvD S QFPIZH.
6 rf 1 1 PREDICTED: similar to hepatic lipase [Monode... ... T 1D FEGTSPTERLSPDDA|D FVD S QPVAH.
7 1eflXP 42508721 PREDICTED: similar to hepatic lipase [Gallus ga... ... T 1D: FEGMSPTDRLSPDDA|N FVD S QPVEH.
8| embicAFsgseT 1| protein o ITGLD sepp2|D FvD 5 QAVGH.
9| refINP 957318.1| lipase. hepatic [Danio rerio] >gil21419274igblA... ... T 1D: SPED VD s QPVAH.
10 ZHIBAF31238 1) hepatic lipase [Pagrus major] v« ITGLD seDDA|B FvD S QAVEH.
11 gbilBAB205S7.1) lipoprotein lipase [Pagrus major] o ITGLD SEDDA|H FVD SIGIQQPVGH.
12 reflXP 001372854.1 PREDICTED: similar to endothelial lipase [Mo... « =« ITGLDE SEDDA|E FvD SIGIQ H.
13 gbIAAHSOTES 11 MGCE3106 protein [Xenopus laevis] ... ITGLD SPDDA|D FvD SIGIQ H.
14 efixP 5888512 PREDICTED: similar to Lipase, endothelial [Bos ... ... T 1D seppa|p Fvp FGLSIGIQ H.
1S ref|NP 008024 1| lipase p [Homo sapiens] >gi... ... T-LD SEDDA|D FvD FGLSIGIQ H.
16 ref|XP 851552.1] PREDICTED: similar to Endothelial lipase precur... ... T D¢ sepDa|p FvD FGLS Q H.
17 wetixp oo7355.2) PREDICTED: similar to lipoprotein lipase [Danio... ... T D sepDr|E FvD SLGLSIGIEQPVGH.
18 efXF 4244552 PREDICTED: similar to endothelial lipase [Gallu... ... T 1D EGVD SEDD VD TLGVSIGIQ H.
19 gblAAP38576 1] Homo li tein lipase lGonstr . . . ITGLDE FEYAEAPSRLSFDDA|D FvD SPGRSIGIQ H.
20 r2fINP 034850.2| lipase, endothelial [Mus musculus] >gil22001807... ... T D FEGVDINRRLSPDDA|D FVD FGLS H.
21 embICAGOTS83.1| d protein [Tetraod: g BN . ..ITGLDE DFEGMHRHRRLSPDDA|H FVD SBGLS QQPVGH.
22 gblaaTIS418.11 lipoprotein lipase [Sus scrofa] ««.ITIGLD {FEYAEAPSELSFDDA|D FvD SPGRSIGIQ H.
23 retINP 001038032.1| lipoprotein lipase [Felis catus] >gil1708844... «..ITGLDE FEYAEAPSRLSPDDA|D FVD SPGRSIGIQ H.
24 r=fINP 038730 1] lipoprotein lipase [Rattus norvegicus] >gild625... ... T 0 NFEYAEAPSRLSEDDA|D FVD SPGRSIGIQ H.
25 splP11153ILIPL CAVPO  Lipop lipase p (LPL) >gil3053... o+« ITGLD FEYAEATSRLSPDDE|Q FvD SPGRSIGIQ H.
26 r2fINP 001005354 1) lipoprotein lipase [Ovis aries] >gil2487683]... -..ITGLD FEYAEAPSRLSPDDA|D FVD SPGRSIGIQ H.
27 eflXP 859720.11 PREDICTED: similar to Lipoprotein lipase precur... ... T 1D NFEYAEAPSRLSPDDA|D FVD SPGRSIGIQ H.
28 refINP 001012759.1] lipase, [Rattus norvegicus] >gil... « . . IIGLDPAGPMFEGVDINRRLSFDDA|D FvD FGLS H.
29 gblEAWS2948 1| lipase, endothelial, isoform CRA_b [Homo sapiens] ... T 'O FEGADIHXRLSPDDA|D FvD SIGIQ H.

Figura 8. Alineamiento local de la secuencia contigua al residuo N215 de la LH humana, se puede observar
que el amindcido 215 es muy polimorfico en la familia de triacilglicerol lipasas.

Valores mayores a 1.5 indican que la sustitucion es poco frecuente o nunca ocurre en la
familia de proteinas. De acuerdo a este analisis el cambio de aminoacido es benigno (Figura
7), es decir, no tiene ningun efecto en la funcion de la proteina. En la figura 8 se muestran
29 de las 40 secuencias que se alinearon con la secuencia de la LH humana. De estas 40
secuencias solo 6 presentan el aminoacido asparagina en esta posicion. El resto de las

secuencias poseen los aminoacidos acido aspartico, histidina, y glutamina, presentes en 22,
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4 y 4 de las secuencias respectivamente, y solo en una de las secuencias estuvieron los

aminoacidos treonina, lisina, &cido glutamico, alanina y leucina.

Aunque estrictamente no se han realizado los estudios funcionales de esta variante, es muy
probable que esta sustitucion no tenga ningun efecto en la funcién de la proteina debido a
gue no se modifica drasticamente la naturaleza del residuo puesto que los dos aminoacidos
son polares. Dada la alta frecuencia del alelo S215 (50%) y que no se modifica la actividad
de la LH en los portadores, algunos autores afirman que este cambio no sinénimo soélo
genera una isoproteina que se presenta como una forma alternativa a la LH N215 (Hegele y
cols., 1992; Hegele y cols., 1993).

61976 A>G N215S A>G T224T C>6 | IVS7-149C>6 | IVS7+31T>C

Genotipo | AA| AG | 66 | AA| AG | 66 [ CC (C6 |GG | CC | C6 |66 | TT | TC | CC

HoL v |20 8 | 2 | 7 16| 7 | 9 |18| 3| 13|11 |6 |28| 2| o

HOL 4 |22 7| 1| 7 16| 7 |12]|12] 6|13 |11|6]|28]| 2] 0O

Palelo 0.47 1.0 1.0 1.0 1.0
Déenotino 0.57 1.0 0.42 1.0 1.0

Tabla 6. Variantes identificadas en ambos grupos en el exén 5 e intrén 7.

Otra variante no sindnima presente en ambos grupos es la variante V95M G>A (rs6078)
que se localiza en el exdn 3 (Tabla 5). Este cambio se identifico inicialmente en una familia
con deficiencia de LH, sin embargo, no se vio asociada con deficiencia de la enzima y/o
modificacion de las HDL. Recientemente esta variante se asocio con niveles elevados de
colesterol total y ApoB en pacientes con hiperlipidemia familiar combinada (Hoffer y cols.,
2000). Sin embargo, el mecanismo por el cual esta variante modifica las concentraciones de

colesterol total y ApoB se desconoce.

En esta muestra analizada ninguno de los dos alelos (p= 0.75) o algin genotipo (p= 0.73)
parece estar distribuido preferentemente en uno de los dos grupos (Tabla 5), por lo que se
considera que esta variante tiene un efecto neutral en la modulacion de las HDL, tal como

se ha reportado (Hegele y cols., 1992; Hegele y cols., 1993).
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Considerando que la LH es una enzima capaz de hidrolizar los triglicéridos y los
fosfolipidos de las HDL y LDL y que esta variante solo afecta las LDL asi como la
concentracion sérica de su principal apolipoproteina; es muy probable que el aminoacido
metionina esté modificando la interaccién que se da entre la enzima y las LDL quedando
intacta la actividad enzimatica y por lo tanto el metabolismo de las HDL.

Esto también concuerda con el aumento de colesterol total en los portadores de esta
variante, ya que en el humano las lipoproteinas que transportan una mayor cantidad de
colesterol son las LDL, de tal manera, que una modificacion en la concentracion de estas
lipoproteinas altera el contenido total de colesterol. El hallazgo de la modificacién en el
colesterol total asi como LDL por esta variante s6lo se ha evidenciado en pacientes con
hiperlipidemia familiar combinada (Hoffer y cols., 2000). Por lo tanto, seria util evaluar el
papel de esta variante en la poblacion abierta para definir si su efecto es independiente de la
presencia de la enfermedad.

Tratando de inferir como es que esta variante produce sus efectos se realizd un analisis
bioinformatico con el programa Polyphen. De acuerdo a la prediccion del programa, este
cambio de aminoécido podria afectar la funcién de la proteina (Figura 9). Este resultado es
un tanto contradictorio ya que la metionina que es el alelo con menor frecuencia en la LH
humana, fue el mas frecuente en las proteinas pertenecientes a la familia de las lipasas ya
que estuvo presente en 25 de las 40 secuencias (Figura 10), mientras que la valina (alelo
comun en la LH) solo estuvo presente en la LH humana.

Considerando que todos las enzimas pertenecientes a la familia de las lipasas tienen la
misma actividad (hidrolizar triglicéridos y fosfolipidos) y, que tanto el aminoacido
metionina asi como valina son aminoacidos hidrofébicos que poseen al grupo metilo es
muy probable que esta variante no afecte la actividad enzimatica de la LH. Sin embargo,
gueda pendiente evaluar como es que esta variante afecta la concentracion sérica de
colesterol total, colesterol LDL y ApoB. Una de las teorias que permanece sin explorar es
que la presencia de dos metilos en la valina al ser sustituidos por un solo metilo unido a un

atomo de azufre en la metionina modifica la interaccion entre la particula LDL y la LH.
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Esto a su vez podria alterar el metabolismo de la ApoB que es la principal apolipoproteina

de las LDL, asi como la concentracion de colesterol total.

Aecmlnber >Posllnn AM AAz Description | SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE

A2RUB4 95 V.M | Lipase, hepatic. LENGTH: 499 AA ‘ Region Site Feature table Critical sites

N/A N/A  show FT fields for AZRUB4  N/A

Prediction Multiple alignment around substitution position

This variant is predicted to be probably damaging Sequences:\ all v TFIanls:[25 H Show alignment
Prediction Available data Prediction basis ~Substitution effect Prediction data Score1 Score2 Observations
probably i - -0.048 +2.134

G alignment alignment N/A PSIC score difference: 2.182 40

Figura 9. Resultados del andlisis bioinformatico de la variante V95M.

° QUERY: . . .DTLQECCFNSS #ewsvoc|v femiwa SQPAQPVNV
1| reqne o01078501.1) Hpase, hepatic [Onytolagus cuniculus] gl . ..DTLQECCENSSLPLUMIVHGHSVD = iQ sQ I

2 NP 001030487 1| fipass, nepatic [Eos taurus] >gN116816412i5_ 8 QRCCENSS HGWLVDD = = SQLAQS

3 SOISITESEILUEC MOUSE  Hepatic triacyighioerol Hpase pracursor (H_. .. .ETLQECCENSSQPI HCWSVD = SRQSQE

4 e s3sies2 PREDICTED: simiiar to Hepatic triscyighesrol L HEWTVD E s

5| S2lPO7TLPC RAT Hepatic triacyigiyosrol Bpase precursor [Hep_ HCWSVD = s

¢ renxe ooaTTess 1| PREDICTED: simiiar to hepatic Npass [Monods_ . D q HCWSVD =

7 e 250572 PREDICTED: simiar fo hepatic ipase [Galus ga . . . =T1.D CSFN-ST HGWSVD E

8 gmpjcarossery) unnamed protsin product [Tetrsodon nigrovinais] . . HT 1 TSC - FNSS) THCWSVD = T
9 refNP 957316.1) lipass. hepatic [Danio renc] »gi31413274g04A D I HCWSVD E

10 oIIBAF312361 nhepatic Bpass [Pagrus major] S THCWSVD 5
11 iBAs0997 1) Hpoprotein Bpess [Pagrus major] HCWILS

12 renxe 00137285811 PREDICTED: simiiar to endothsiial Hpass [Mo._. HOWTMS

13 QDIAASEDTSE 1| MGCE3108 protein [Xsnopus ksevis] HCWSMS

14 renxe So685121 PREDICTED: similar to Lipass, sndothelial [Bos HCWTMS

18 refND 00802011 sndothelisl Bpass precursor [Homo sapisns] gl _ _ . HCWTMS

16 renxp 35156211 PREDICTED: simila to Endothelial Ipase precur_  _ HCWTMS

17 e B87I8E 2| PREDICTED: simiar to Bpoprotein Bpass [Danlo_ . . _ =T THGWTVS

18 e 21852 PREDICTED: simiiar to endothelisl ipass [Gallu_  _ _ HCWTMS

18 smiaamaeere n) Homo sapkns Ipoprotein ipase [synthstic constr_. . _ = HGWTVT §--N
20 renne 03685021 Tpase, endotnelial [Mus musculus] >gi2ZN01T_ . . WIMS

21 emoicaGoTess 1| unnamed protsin product [Tetraodon nigrovindle] _ . . =T LS

2 goaaresesy) Bpoprotsin pase [Sus scrots] T

2 ;N 0010303211 Hpoprotein Bpass [Fels catus] >guITOSSM_

2 e oseman Hpoprotsin ipass [Rattus norvegleus] »giszs__

25 solP1NSNUSL CAVRO  Lipoprotein ipase pracursof (LPL) »gR3gss_

2 e 001008941| Hpoprotsin ipass [OVis ariss] >gI24STESY. ]

7 renXP 25572011 PREDICTED: similar to Lipoprotein lipase precur_  _ . _ =

B NP 001012758.1] lipase. endothelial [Rattus norvegicus] »gi O

25 goIEANE2LE 1| fipass. endothelial Isoform CRA_b [Homo saplens] . . .

Figura 10. Alineamiento local de la secuencia contigua al residuo V95 de la LH humana. Se observa que esta
posicién la metionina es muy frecuente en la familia de las lipasas, mientras que el aminoacido valina solo esta
presente en la LH humana.

También se identificaron 3 variantes sinénimas que estuvieron presentes en ambos grupos:
V155V T>G (rs690), G197G A>G (rs6082) y T224T C>G (rs6084). La variante V155V se

localiza en el exon 4 (Tabla 5), mientras que G197G y T224T se localizaron en el exon 5
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(Tabla 6); las 3 variantes ya han sido reportadas en otras poblaciones y en ningun estudio se
ha establecido que estas variantes estén en desequilibrio de ligamiento con alguna variante
funcional (Hegele y cols., 1992; Hegele y cols., 1993). Por lo tanto, podemos inferir que

estas tres variantes no tienen efecto en la modulacién de las HDL.

En resumen, en la muestra analizada se identificaron 15 variantes alélicas que estuvieron
presentes tanto en el grupo de HDLs altas como en el grupo de HDLs bajas; sin embargo,
ninguno de los alelos o sus genotipos estuvo distribuido de manera preferente en alguno de
ellos, por lo cual, se considera que probablemente estas 15 variantes no tienen efecto en la

modulacién de las HDL.

19.2. VARIANTES EXCLUSIVAS DE ALGUNO DE LOS GRUPOS

Se identificaron 6 variantes en el gen de la LH que fueron exclusivas de alguno de los
grupos (es decir, estuvieron presentes en el grupo de HDLs altas pero no en el de HDLs
bajas o viceversa). Los criterios de exclusién de los sujetos de estudio nos permitieron
seleccionar individuos donde los determinantes genéticos fueran mas evidentes ya que no
se incluyeron sujetos con alguna condicion fisioldgica o fisiopatologica que per se altera el
metabolismo de las HDL. De tal manera, que las variantes que preferentemente se
encuentran en alguno de los grupos probablemente son las responsables de los niveles de
colesterol HDL extremos en estos individuos.

Las 6 variantes identificadas se encontraron de forma heterocigota, cinco de ellas
estuvieron presentes en el grupo de HDL altas y solo una se identific6 en el grupo de HDL
bajas. Tres de las variantes se localizaron en el promotor del gen mientras que el resto se
localizaron en la secuencia codificante. Solo una de las variantes de la secuencia
codificante ha sido reportada en la literatura (Durstenfeld y cols; 1994), mientras que el

resto son variantes que no han sido identificadas previamente.

19.2.1. VARIANTES DEL PROMOTOR
De las tres variantes localizadas en el promotor, la variante -451 A>G se identifico en una
paciente con HDL bajas (Tabla 7). En la portadora del alelo -451 A, el porcentaje de las

HDL.,, era menor a la media de 19 pacientes del grupo con HDLs bajas que no tenian la
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variante (12.2% vs 1.2%). Se realizd una prueba t de Student de dos colas para muestras
independientes para ver si esta diferencia era estadisticamente significativa, siendo el
resultado de p = 0.017 (Tabla 8).

Las HDL son una poblacion heterogénea de lipoproteinas que difieren en densidad y
tamano, se sabe que la enzima LH disminuye el porcentaje de las HDL, ya que hidroliza los
lipidos del “core” y de la supeficie de estas particulas (Scriver y cols., 2001; Rao y cols.,
1982; Kinnunen, 1984). Por lo tanto, esta variante pareciera estar confiriendo un aumento
en los niveles séricos de la enzima. A diferencia de las variantes reportadas en promotor
que han sido relacionadas con una disminucion en la actividad transcripcional y un
aumento del colesterol HDL,, esta variante parece estar relacionada con un aumento en la
actividad del promotor; por lo tanto, mayor cantidad de enzima que genera la hidrélisis
acelerada de particulas HDL.

De confirmarse que esto es cierto al medir la actividad y la masa de la enzima LH en el
suero de la paciente, ademas de realizar los estudios funcionales in vitro seria la primera

variante del promotor gque se relaciona con un aumento en la actividad del promotor.

Variante | Grupo | Frecuencia Electroferograma

45146 [HDLY | 1730 | l .
Do RV

-480 C>T | HOL! 1/30 l

Nt oo X0

] 430

IFOGO0 AAS AAATOT

STOTT Ta

-592 6>A | HDL! 2/30

oy W Sl

s

Tabla 7. Variantes exclusivas de grupo localizadas en el promotor del gen de la LH. En la tabla se indica la
variante del promotor, el grupo donde fue identificada, la frecuencia de individuos que la presentaron y en el
electroferograma aparecen indicados con una flecha los dos alelos de los heterocigotos.
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Sufraccién HDL (%) | -451 AA (n=19) | -451 AG (n=1) p
2b 156 +11.4 16.5 NS
2a 12.2 +4 12 0.017
3a 34.8 +8.2 194 0.086
3b 21+6.2 30.8 NS
3¢ 16.3+7.2 319 0.051

Tabla 8. Comparacidn de los porcentajes de subfracciones de HDL. Se muestran cada una de las subfracciones
de las HDL, la media y desviacion estandar de los porcentaje de las subfraciones en 19 sujetos homocigotos -
451 AA, asi como los porcentaje de la paciente con el genotipo -451AG, y el valor de p (significancia de la
prueba t Student): porcentaje de las subfracciones del grupo contra el porcentaje de la paciente.

La figura 11 representa el promotor del gen de la LH; en color rojo estan esquematizadas
las secuencias de unidn a factores de transcripcion que reprimen la transcripcion del gen
mientras que en azul estan representados los sitios de union a factores de transcripcion que
la promueven (Rufibach y col., 2006).

731 AAGTTAAAGTAAAACTAGAGGTCCAAAAATATCE:AAAAGCCATCTATGGTCGCCTTTTCC -871
870 CTACCTGATTTTGCT%&G&I’GAGCCTTACTTTTCAGTCCTCTACACAGCTGGAACATTAATGA 610
o >,

-609 ACACAGAGGGGGAAG GTGﬁACTCTAGGATCACCTCTCAATGGGTCACTTGGCA -551
586 T>C
-550 AGGGCATCT iIIGCTTCTTCGTCAGCTCCTTTTGACACGGGGGTGAAGGG TTTTCTGCAC -492

USF
-481 CACACTTTGAJCACAAGCATCACCAATTTCACTGAACCCAAPAGAAATTTGGACCCTCTG 432
-480 C>T 451 A>G

-431 GGGGCTCTCTGCGTGGCAGGGCCCTTTTCTTTTTCTTTGGGCTTAGGCTGCAATTTGAA -273
-372 ACACCACTTTCCTGAGCCAGCATCCCCCTTGCAGCGCTGTCACAGGGAGGCTTAGGCA -315

-314 GCCACGTGGAAGCCACCTACCCCGACCTTITGGCAGAATTTCCAAACACAACACAGTAGC -256

T | T
DR1

-255 TTTAAGTTGATTAATTT CTTGGCCCCAAAAGGTAAGAATACATAACAAGG -195
-194 TATTTTATTCTCAAAATGTGTCAGGATAAGAAGCACTTCTGTAAATCGACCTTTTTAAAATAG -132
-131 ATATA. GGGGGCAGTAAAGAAAGGGTCTGAACAGTGGATAACATGTT -71
I HNFia 1
70 GAGABGTTAATTATTAATG GGCAGTCTTCCCTAACAAAGTATC{TAATAGGCAﬁGTGGTCT -10
|

-9 CTT IGGCGAM'ITACCAAGAAAGCCTGGACCCCG +29
Medificado de Rufibach y cols., 2006

Figura 11. Promotor del gen de la LH humana. En €l se observan los sitios de unidn para los distintos factores
de transcripcion, asi como la localizacién de las tres variantes identificadas en este estudio. Los sitios de unién
de factores que promueven la transcripcion del gen estan representados en azul y los sitios de unién de factores
que reprimen la transcripcion estan esquematizados en rojo. Modificado de Rufibach y cols., 2006.

Facultad de Quimica 56 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

En esta misma figura estd enmarcada en color azul la variante -451 A>G (por tratarse de
una variante que parece aumentar la transcripcion del gen), en la secuencia donde se
localiza no se han identificado motivos en el DNA para la union de factores de
transcripcion 'y tampoco se ha determinado que sea una secuencia donde ocurren
interacciones DNA-proteina (Oka y cols., 1996). Sin embargo, debido al hallazgo de que la
portadora de esta variante tiene disminuidas las HDL,, no se descarta que esta variante
tenga un papel importante en la regulacién de la expresion del gen de la LH, aunque el

mecanismo se desconoce.

En el grupo con HDLs altas se identificaron las variantes -480 C>T y -592 G>A (Tabla 7 y
figura 11) con una frecuencia respectiva de 1/30 y 2/30. Considerando que los niveles de
expresion del gen de la LH se relacionan inversamente con los niveles de las HDLs, estas
variantes podrian tener un efecto regulatorio negativo sobre la trascripcion del gen.

La variante - 592 G>A (enmarcada en color rojo en la figura 11 por tratarse de una variante
que parece reprimir la expresion del gen de la LH) se localiza dentro de la secuencia
comprendida entre los nucleotidos -698 a -541. En estudios funcionales se determind que
en esta secuencia se localiza un elemento de respuesta para el FXR; el cual es un factor de
transcripcion que regula negativamente la expresion del gen (Sirvent y col., 2004), ademas
de que en ensayos de interaccion DNA-proteina se determind que la secuencia -595/-577

presenta una ventana de proteccion a la digestion con DNasa 1 (Oka y cols., 1996).

A solo 6 nucleotidos de la anterior se localiza la variante -586 T>C identificada en
poblacion china (Figura 11); en estudios funcionales se observé que el alelo C disminuye al
56% la transcripcion del gen (Su y cols., 2002). Los resultados anteriores nos permiten
considerar que la variante - 592 G>A, pudiera estar modificando de manera importante la

transcripcion del gen de la LH.

Aunque de las variantes -480 C>T y -592 G>A no existe ningun reporte en la literatura, no
se descarta que tengan un papel importante en la regulacion de la expresion del gen de la
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LH que impacte en el metabolismo de las HDL, sin embargo, resta realizar los estudios

funcionales.

Los estudios funcionales para conocer el efecto de estas variantes incluiran clonar la
secuencia del promotor del gen de la LH en un vector que exprese un gen reportero, de tal
manera que la expresion del reportero este bajo el control del promotor del gen de la LH. Se
generaran por mutagénesis dirigida las variantes del promotor y los plamidos resultantes se
transfectaran por separado en células hepaticas humanas (HepG2). Se medira la actividad
del promotor con el método apropiado dependiendo del gen reportero utilizado. Después de
ajustar la actividad del promotor de acuerdo a la eficiencia de transfeccion se analizara si
existen diferencias entre la actividad de cada uno de los promotores mutados con respecto

al promotor silvestre.

19.2.2. VARIANTES DE LA SECUENCIA CODIFICANTE

En la secuencia codificante se identificaron las variantes Q355R (frecuencia 3/30), S289F
(frecuencia 1/30) y R135C (frecuencia 1/30) (Tabla 9). Dado que los de 5 portadores de
estas variantes son del grupo de HDLs altas se estima que estas variantes pudieran generar

pérdida de funcion de la enzima LH.

Como se puede observar en la tabla 9 la variante S289F es la Unica que ya ha sido
reportada. Los portadores de esta variante presentan una disminucion de la actividad serica
de la enzima. Ademas, estudios funcionales in vitro mostraron que la proteina mutada no

presentaba actividad catalitica (Durstenfeld y cols; 1994).
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Variante | Grupo | Frecuencia Referencia Electroferograma Polyphen Score
Q355R ]TGCA T T,-"v,C/C 4(?‘10(;{ T TA A &8 G
A6 | ppLt 3/30
Exon 7 2.30

ANV ALY

5289F TC Ca d—rl-?u c/TT GCT GléDA
C>T Arterioscler.
HOLt| 1/30 romb. Vasc. Biol. |}

Exén 6 TP992?14Y381-3335| (' 2.54

R135C

T | HoLt| 1/30 l L 77

EX6ﬂ 3 f l1|| " :
WAV

Tabla 9. Variantes exclusivas de grupo localizadas en la secuencia codificante del gen de la LH. Variante
indica el cambio aminodcido en la secuencia de la proteina, el cambio de nucleétido y el exén donde se
localiza la variante; Grupo indica la subpoblacidn donde se identificaron las variantes, en este caso el grupo de
HDLs altas; Referencia, indica la fuente bibliografica de donde se extrajo la informacion de la variante. En el
electroferograma se sefiala con una flecha los dos alelos presentes en los heterocigotos. En polyphen “score”
esta indicada la diferencia PSIC score (Position-Specific Independent Counts) entre los dos aminoécidos de la
variante de interés. Si esta es mayor de 1.5 indica que la sustitucién entre los dos aminoacidos no ocurre en la
familia de proteinas que se analiza, y que por lo tanto la funcion de la proteina se podria afectar.

El analisis bioinforméatico con el programa Polyphen predice que las tres variantes son
posiblemente “dafiinas”, es decir la sustitucién de estos aminoacidos podria afectar la
actividad de la enzima (Figuras 12, 14 y 16). En el alineamiento de 40 secuencias se
observd que los residuos Q355 y S289 se encuentran conservados en el 100% de las
proteinas que pertenecen a las triacilglicerol lipasas (Figuras 13 y 15). El residuo S289 se
codifica en el exon 6 y forma parte de un microdominio de 10 residuos hidrofébicos que

interactta con lipidos (Stahnke y cols., 1987; Jaye y cols., 1999).

En los estudios in vitro en los cuales se expreso la LH F289, se observo que esta enzima no
tenia actividad; ademas de que sélo se secretaba el 12% de la proteina comparada con la
LH silvestre (Durstenfeld y cols; 1994). Esta variante genera un cambio drastico en la
naturaleza del aminoé&cido; de polar a hidrofébico; ya que el grupo R la serina es un alcohol
mientras que la fenilalanina tiene un anillo aromatico, por lo cual podemos especular que el
impedimento estérico asi como la modificacion en la polaridad generados por este cambio
de aminoéacido es la causa de que se disminuya la actividad de la enzima asi como su

secrecion.
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Accnumber Position AAj AAz Description [l SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE
A2RUB& 289 S F |Lipase hepatic LENGTH 499AA  Region Site Feature table  Critical sites.
NA

N/A  show FT fields for A2RUB4 /A

Sequences: all ""_?Flanks:';.25

This variant is predicted to be probably damaging

probably
; ing 3lignment

N/A

alignment PSIC score dﬂrhrem:2.545| +1.790 -0.756 40

Figura 12. Resultados del analisis bioinformatico de la variante S289F.

‘ QUERY: . AQHCFN TQT SHERSVH B? LH TQS! YPCCDMNSFSQ
1 renne 001075501.1) Hipass, hepatic [Oryctolagus cuniculus] >gl_ QHCLNALSQT HE"SVHLEFID|S [LLHPSMQST A ¥YQCSDMDSFSQ
2| renNe 00103048711 ipass, hepatic [Bos taurus] »gu116510412js HCLNAITRTVECAHERSVHLFID|S [LLHADMQSMAY DMDRESQ
'S sPIMEBILEC MOUSE  Hepatic 9 Hpass p o =H ERSVHPFID|S [LQHSDLQSICFQCSDMCSESQ
4 renxP 5350982 PREDICTED: similar to Hepatic triacyigtosrol L THKHCLT SVHLFID|S [LLHPSLQSTAYQCCDMDSFSQ
's| soporseTiLEC RAT Hapatic triscyighosrol HPass Pracursor (Hep EHGLN SVHLFID|S |LQE Q DSFSQ
§ renxP 001377685 1) PREDICTED: similar to hopatic Bpase [Monode_ . .. . -H ZrSVHLFID|S ]
7] renxe 2508721 PPREDICTED: similar to hepatic ipase [Galluega . . . " QY " IT ITQT HE-SVHLEFID|S D
8| empicamgesar 1| protein 1 [Tat nigr N ...sqQY FEQT HE-SVHLFID|S |t

3:Mmil Hpass. hepatic [Danio rerio] »gis1419274igbjA QH FEQTVKCAHE HLFID|S NC
10 iIBAF31235 1) hepatic lpass [Pagrus msjor] QY FEQT HESSVHLFID|S

1 goliBAB20097 1| Hpoprotsin ipass [Pagrus major] NEGIFAITD ZHE SIHLFID|S |t

12 e oonraeset) PREDICTED: similar to endothelial Hpass [Mo._ -—-Y TITE ZHEC AVHLFUD|S

13 olAA-B07SE 1) MGCE3108 protein [Xenopus evis] v ..A===¥CSIGD EHE-SVHLEVD|S |t

14 renxe 58888121 PREDICTED: similar to Lipase. sndothenal [Bos . . . . - ——-Y T 7 -% EHERAVHLEVD|S

185 renne 00502811 th >gL -—-YCTITE EHERAVHLEVD|S |r

16 e 35158211 PREDICTED: simflar ==Y TITE EHE- 2VHLEVD|S

7 e gamissa) PREDICTED: similar to Bpoprotsin Hpass [Danio_ SYGIFAINN EHESSIHLFID|S :

8 e sussa) PREDICTED: similar to sndothelisl ipass [Galiu_ ——-Y TICE ZHE" SVHLFUD|S I

19 DIAADIEE76 1| Homo sapisns ipop npass str = DVDQI SHECSIHLEFID|S C

2 refne 033502 npass, [Mus »gu22001807_ SFAYCTISE EHECAVHLEVD|S C

21 emDICAGOTS53 1] protsin p [ nigr NFGIFAITD EHECSIHLFID|S L C

22 goiAAT9S418 1] NpOprotein Npass [Sus scrofa] E DVDQ SHERSIHLFID|S[I CN:

23 renne o010360321] BpOProtein Npass [Falls catus] >QyIT0s4d E DVUDQ SHERSIHLFID|S s :

24 renne 037301 tein Npass [Rattus = DVDQ SHE SIHLFID|S s J

25 50/P111S3ILEL CAVEO  Lipoprotsin lipass precursor (LPL) >gR3ess_ .SQKGFGDMDQ SHESSIHLFID|S [t 1es CN.

26 refNP 0010089394 1] Hipoprotsin lipass [Ovis arkes] »gR2497683 sl B DVDQ “SHERSVHLFID|S L s T

T refXP 8597201] PREDICTED: similar to Lipoprotein lpaseprecur . . . = _INYDLE SHECSIHLFID|S s ISKE

28 rene 01012758 1) Npass, endothelisl [Rattus norvegicus) »gi L =—=¥ TISE ZHE- AVHLFUD|S |1 DKPSFAFQCTDPNRF
23 oiEANE28E3 1] Hipase. endothelial isoform CRA_b [Homo saplens] . . . - ——-Y T TZ EHEC AVHLEVD|S [LUNQDHESFAFQCTDSNEF

Figura 13. Alineamiento local de la secuencia contigua al residuo S289 de la LH humana. Se observa que el
aminoacido serina esta 100% conservado en la familia de triacilglicerol lipasas.

Por su parte, el aminodcido Q355 se codifica en el exon 7 y se localiza en el dominio
PLAT. Se ha propuesto que la funcion de este dominio es favorecer la interaccion con otras
proteinas ademas de que puede estar mediando la interaccion de la cadena polipeptidica con
lipidos (Bateman y Sandford, 1999; Delrieu y cols., 2002). La variante Q355R no ha sido
reportada por lo cual se ignora el efecto que este cambio pueda tener en la funcion de la
proteina, ademas de que no se cuenta con datos suficientes para predecir si se modifica la
estructura tridimensional, ya que esta enzima no ha sido cristalizada.
60
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AocmnberPoeiﬂonAAquDescm

A2RUB4 Lipase, hepatic. LENGTH: 499 AA

This variant is predicted to be probably damaging

Guerra Garcia MT

SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE

Region Site Feature table

N/A

Critical sites

N/A  show FT fields for A2RUB4 N/A

Sequences:l all

v |Flanks: 25

} [ Show alignment

]

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

Score1 Score2 Observations

damaging alignment alignment N/A PSIC score difference: 2.306] +2225 -0.081 39
Figura 14. Resultados del analisis bioinformatico de la variante Q355R.
o QUERY: . - QEPRSKSKRLFLYTRAQSPFKVYHY] Q LKIQF INQTETPIQTTF TMSLLGTK.
1 gblAFD41202| hepatic lipase [Oryctolagus cuniculus] »emb|046553]... . «QEPLS FLVTQAQSPFRVYHY Q [FXIQF INQIEKPLEPTFTHSLLGTE.
2 gblAY225159] hepatic lipase [Mus spretus] *emb|Q80265|Q80265 Hep... . KDRSGKSKRLFLITRAQSPFKVYHY Q FKIQF INQIEKPVEPTFTHSLLGTK.
8 gblBCO21841| lipase, hepatio (Mus musculus] »gi[29423747|gb|AY22... DRSGKSKRLFLITRAQSPFKVYHY QFXIQF INQIEKPVEPTFTHSLLGTK.
4 gblx52428] lipoprotein lipase [Mus %) »#p|P27EEE|LIPHIMOUL . . . “DRSCGHSKRLFLITRAQSPFEVYHY Q [F X IQF INQIEXPVEPTF THSLLGTH,
& gb|M16235| hepatic lipase precursor [Rattus norvegicus) IGHAKSKTLFLITRAQSPFKVYHYQ [FKIQF INOQMEKPIEPTFTHTLLGTK.
6 gblx17388| unnamed protein product [Rattus norvegicus) »sp|PO7EE... HVESKTLFLITRAQSPFKVYHY Q JFKIQF INQHEXPHMEPTF THTLLGTK.
7 gblBCO53243] Unknown (protein for MGC:64081) [Danio rerio) embl... VRTGHSKRLFLKTRSHMPYKLFHY Q [FRIQF INQID-KIDPTLTVSLSGTL.
€ gblABO54063| lipoprotein lipase [Pagrus major] »emb|QSEUI2|QS8UI.., NVOUYTKTRASHPFRVYHY Q [L¥ IHFVNRSE--NEPSLTVSLYGTN.
9 gblABOSA062] lipoprotein lipase [Pagrus major] »emb|QSEUI3|QSSUI... NVQUYTHTRASMPFRVYHY Q HFVNRSE--NEPSLTVSLYGTN.
10 gblBCOBOS25] Endothelial lipase p [Homo sapiens] >emblAA... MENKENSEKMYLKTRAGHPFRVYHY| Q MX IHFSYVNMGE IEPTFYVTLYGTN.
11 gblBCOBO756| Unknown (protein for MGC:63108) [Xenopus laevis] »e... SKENSFKMFLETRLQUPYKVFHY Q MEMHIFNES ALESEPTFSVTLUGTL.
12 gblAF118767] lipase [Homo sapiens] »sp|Q3Y5XS|LIPE_H... MENKENSKMYLKT {PFEVYHY| Q X THFSYSNMGE IEPTFYVTLYGTN.
13 gblU18001] lipoprotein lipase [Papio anubis] »pir|JC4242|JC4242 ... SSEMYLKTRSQMPYKVFHY Q |V K IHFSTESETHTNQAFE ISLYGTV.
14 gbIM15856] popr lipase p [Homo sapiens] »gi|34383... SSENYLKTRSQMPYKVFHY Q| K IHFSTESETHTNQAFE ISLYGTV.
15 gb|BT008284] Homo sapiens lipoprotein lipase [synthetic construct] SSEMYLKTRSQMPYKVFHYQ [VK IHFSTESETHTNQAFEISLYGTV.
16 gblAF118763] lipase [Mus ] NSKMYLKTRAGHPFKVYHYQ HMFSYNNSDTQPTLYITLYGSN.
17 ablBC011353] Lipoprotein lipase precursor [Homo sapiens) »gi|305... SSKMYLKTRSQMPYKVFHYQ [VKIHFSTESETHTNQAFEISLYGTV,
18 ablAFA03770] popr lipase p [ i SSKMYLKTRSQMPYKVFHYQ HFSTESETHTNQALFEISLYGTV.
19 gblBCO20991| lipase, endothelial [Mus musculus] =sp|QIWVGSILIPE_... NSKMYLKTRAGHPFKVYHYQ HMFSYNNSDTQPTLYITLYGSN.
20 gb|AJ223493] lipoprotein lipase [Mustela vison] »sp|0466847|LIPL_... SSKMYLKTRSQHNPYKVFHYQ HFSTESDTQTNQAFEISLYGTV.
21 gb|X14870] lipoprotein lipase preprotein [Gallus gallus] »sp|P11... THENTEMYLETRAQMPYKVFHYQ WK IHFFGETNTEVDQPFLISLYGTL.
22 gbluaz2725| lipoprotein lipase [Felis catus) =sp|P65031|LIPL_FELC... SSKMYLKTRSQMPYKVFHY Q [VKIHFSTESDTQTNQVFEISLYGTV.
23 gblX52924| lipoprotein lipase; triacyl-glycero-protein acylhydro. . SSKMYLKTRLQHUPYKVFHY Q [VKMRFSTESDTHTNQAFEISLYGTV.
24 gb|LO3204| prelipoprotein lipase [Rattus norvegicus] »sp|Q0S000].. SSKMYLKTRSQMPYKVFHY Q [VK IHF-SGTENDKQNAFEISLYGTV.
25 gblX0547| triacylglycerol lipase [Gallus gallus] TKENTKMYLKTRLQUPYKVFHY Q VK THFFGETNTKVDQPFL ISLYGTL.
26 gblM15483| lipopotein lipase precursor [Cavia porcellus] »gi|553... SSKMYLKTRSQMPYKVFHY Q VK IYFSTETTTYTNQLFEISLYGTV.
27 gblXB8308| lipoprotein lipase [Ovis aries] »sp|(29524|LIPL_SHEEP... SSKMYLETRSQMPYKVFHY Q [VX IHFSTESNTYTNQALFE ISLYGTV.
28 gblAKD79446| unnamed protein product [Mus musculus] *emb|@8C562]... ... SSKMYLKT YUVFHY Q [V THF-SGTEDGRQQLFEISLYCTY.
29 gbIMB0347| lipoprotein lipase [Mus musculus] SSKMYLKTRSQMPYKVFHY HF-SCTENGHQQAFEISLYCTV.

Figura 15. Alineamiento local de la secuencia contigua al residuo Q355 de la LH humana. Se observa que el

aminoacido glutamina esta 100% conservado en la familia de triacilglicerol lipasas.

Sin embargo, debido a que el cambio sustituye un aminoacido polar (glutamina) por uno
con carga positiva (arginina), ademas del hecho de que este aminoacido este 100%
conservado en todas las proteinas que pertenecen a la familia de las lipasas es indicativo de

que este cambio podria tener una repercusion en la funcion de la enzima, hasta el punto de

afectar el metabolismo de las HDL.
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SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE

Prediction

. . QPAQPVNVGLVDWIT LAHDEYTIAV]E
- -QPARPVNVGLVDWISLAHSHYAY
- -QLAQSVNVGLAEWVILAHNHYTTAV|R

.RQSQPVNVCLVDWISLAYQHYTIAV

-GCLAQPVNVVLADWLTLAYHHYT?

. RQSQPVNVGLVDWISLAYQHYA
- - QESNQUNVIVADWMTI LAHQHYAVAY
- -QHEQ-INVIIADWLTFAHQHYPIAY
. -NLID-VNVVITDWLSLAQTHYPTAR|K
. -SEGN-INVLIADWLTLAHQHYPIAR
. -HLID-VNVVITDWLLLAHQHYPTA®R

CKEVAALLRWLEESVOLSRS. ..
L LLQWLEESAPFSRS. ..
. LLQWLQESVQFSPS. . .
LL - .

W w W
e Ol bl I

CQEIADFVEWLEKSIQFS
SKDIZ H....Q Q YQYx,.

IARFIDWIEETTNMPLE. ..

E-QTANVIVVDAWLISAQNHYVVAR

E-QDANVVVVDWLPLAHQLYTDAV IAKMINWLQEKEHFSLE. . .
E-QYANVIVVDWMNLAHQLYPDAV ANLSLE. ..
E-KGANVVVVDWLPLAHQLYVDAV LQGKEDFSLG. . .
E-KDANVVVVDWLPLAHQLYTDAV EKDDFSLG...
EKE-ANVVVVDWLPLAHQLYTDAV EKDDFSLG. ..
E-KDANVIVVDWLDTAQDHYVVAR GREIGLFIDWIEETSNVPLE...
E-KDANVVVVDWLSLAHQLYTDAV LE

JGKSIARLLNWLQEIPLFKI
2DS--NVIVVDHLSEAQERYRVSE| G MEEEFNYPLD. . .
~KDANVVVVDWLPLAHQLYTI
AANVVVVDHLTSAQNHYVVARR
. .EPDS--NVIVVDWLSRAQQHYPISE|G
_EPDS--NVIVVDWLSEEQQHYPVSA|G
- - EPDS==NVIVVDWLYRAQQOHYPVSAIGC
.EPDS--NVIVVDWLRRAQHHYPESA

- .EPDS--NVIVVDHLSEAQQHYEVSE G
. .EPDS--NVIVVDWLSRAQQHYPVSE|G
- REKE-ANVVVVDWLPLAHQLYIDAV
E-KDANVVVVDWLPLAHQLYTDAY

m m n

IARMLDWLQEKDDFSLG. . .
Figura 17. Alineamiento local de la secuencia contigua al residuo R135 de la LH humana. Se observa que el

aminoéacido en esta posicidon es polimorfico en la familia de las triacilglicerol lipasas.

Por otro lado, aunque el residuo R135 no esta 100% conservado en las lipasas analizadas
(Figura 17), se pudo observar que ninguna de ellas presentaba el residuo cisteina en esta
posicion. El aminoacido R135 es codificado en el exdén 3 de la LH y se localiza en el
domino de lipasa. Este dominio esta altamente conservado, ya que esta presente en todas las

triacilglicerol lipasas (Chapus y cols., 1988; Persson y cols., 1989; Blow, 1990).
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Debido a que esta variante no ha sido reportada y que no se cuenta con los valores de
actividad sérica de la LH en el portador, no se puede predecir con exactitud si este cambio
de aminodcido afecta la funcion de la enzima. Sin embargo, en este caso también se
modifica la naturaleza del aminoécido; de cargado positivamente a polar, ademas de que la

cisteina pudiera estar formando un puente disulfuro.

En conclusidn, es probable que tanto la variante Q355R como R135C tengan un efecto
semejante al de la variante S289F; ya que la sustitucion de estos aminoacidos no se observa
en la familia de las triacilglicerol lipasas ademas de que se modifica la naturaleza de los
aminoacidos (de polar a cargado positivamente y de cargado positivamente a polar,

respectivamente).

Por lo tanto, se deben realizar los estudios funcionales in vitro de estas 2 variantes, ademas
de medir la actividad enzimatica de la LH en suero de los portadores. También es necesario
estudiar una muestra de la poblacion abierta para conocer cual es la frecuencia de estas
variantes en la poblacion general, ademés de analizar cual es su efecto en la modulacion de
las HDL.
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20. CONCLUSIONES

e La estrategia utilizada nos permitid identificar variantes de secuencia del gen de la
LH en individuos con niveles bajos o altos de HDL. Los criterios de exclusion e
inclusion permitieron seleccionar individuos donde el efecto de los determinantes

genéticos fuera mas evidente.

e Se identificaron 15 variantes que estuvieron presentes en ambos grupos, pero

ninguna parece tener un efecto importante en la modulacion de las HDL.

e Se identificaron 6 variantes exclusivas de alguno de los grupos, las cuales por lo
tanto tienen un papel potencialmente importante en la modulacion de los niveles de
colesterol HDL.

e Cinco de las variantes con posible efecto funcional se identificaron en el grupo con
HDL altas, mientras que solo una de ellas se identificd en una paciente con HDLs

bajas.

e Tres de las variantes se localizaron en el promotor (-451 A>G, -480 C>T y -592
G>A) y el resto en la secuencia codificante (R135C, S289F y Q355R).

e Las variantes del promotor: -451 A>G y -480 C>T se localizan en secuencias de
DNA donde no se han identificado motivos que sean reconocidos por factores de

transcripcion.

e Sin embargo, un punto que apoya la posibilidad de que estas dos variantes sean
funcionales es el hallazgo de que la portadora de la variante -451 A>G presenta una
disminucion sustancial de la subfraccion HDL .

e La variante de promotor -592 G>A se localiza dentro de una secuencia de DNA
donde es probable que se localice un elemento de respuesta para el factor FXR.

e En estudios realizados por otro grupo de investigacion se determind que la variante
S289F disminuye dramaticamente la actividad enzimatica de la enzima LH, lo cual

genera un aumento en los niveles de colesterol HDL.
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e Las variantes alélicas R135C y Q355R podrian afectar la funcion de la enzima, ya
que se modifica la naturaleza de los aminoacidos, ademéas de que ninguna de las
proteinas de la familia de las lipasas contiene los aminoacidos cisteina y arginina en

estas posiciones.

Facultad de Quimica 65 UNAM



Identificacion de variantes alélicas con posible efecto funcional en el gen de la lipasa hepatica como moduladoras de
los niveles de colesterol HDL en individuos mexicanos Guerra Garcia MT

21. PERSPECTIVAS
e Se realizaran ensayos funcionales de las 5 variantes que tienen un papel potencial en
la modulacion de las HDL y que no han sido caracterizadas.
e Se realizaran ensayos de EMSA con oligonucle6tidos que contengan la secuencia
contigua a las variantes del promotor, utilizando para ello extractos nucleares de

células HepG2.

e Se construira un vector que contengan un gen reportero bajo el control de la

secuencia promotora de la LH.

e Se generardn de manera individual las 3 variantes del promotor mediante
mutagénesis dirigida y se medira si se modifica la transcripciéon con respecto al

promotor silvestre.

e Se construird un vector de expresion de la LH y se generaran por mutagéenesis
dirigida las 2 variantes de la secuencia codificante que no han sido estudiadas. Se

analizara si se modifica la actividad de la enzima con respecto a la enzima nativa.

e Se determinara el efecto in vivo de estas 5 variantes mediante la medicién de la

actividad sérica de la LH en los portadores.

e También se realizara el estudio de estas variantes en sujetos de la poblacién abierta,
esto nos permitira determinar las frecuencias alélicas de cada una de las variantes en
la poblacién general, asi como su contribucién en la modulaciéon de las HDL en

poblacion mexicana.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Registro Comité de Etica REF. 1518)

CONTRIBUCION DE LAS VARIANTES ALELICAS FUNCIONALES DE LOS
GENES ABCA1, ABCG1, ABCG4, SR-BI, LPL, LH y APOAL EN LA VARIACION DE
LOS NIVELES PLASMATICOS DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

(HDL)

Yo con No de Registro

declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el proyecto para

estudiar los genes del metabolismo de las HDL, que se llevara a cabo en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. También es de mi
conocimiento que puedo retirarme de este estudio en cualquier momento si asi lo deseo.
En caso que decidiera retirarme, la atencion que recibo como paciente no se vera

afectada.

Entiendo que la muestra de sangre que done para el proyecto servira para estudiar los
genes que pudieran estar relacionados con el metabolismo del colesterol, principalmente
de las HDL. Se me ha explicado que esto no representa un riesgo adicional para mi salud.
También se me ha explicado que en el futuro, este estudio podria ayudar a identificar
posibles blancos terapéuticos para prevenir o mejorar la calidad de vida de pacientes con
enfermedad cardiovascular.

Estoy consciente de que los resultados de la investigacion son confidenciales y que se

contestaran todas las dudas que pueda tener sobre el estudio.

Firma del Paciente

Firma del Investigador

Testigo 1 (firma)

Testigo 2 (firma)

México, D. F. __ de del

Investigador Responsable Dr. Samuel Canizales Quinteros
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ANEXO 2
CUESTIONARIO
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Fecha: / / Pariente: Clasif: No.Exp.
Fecha nacimiento / / Edad Estado civil
Nombre: Teléfono
Domicilio: E-mail
Lugar de nacimiento: Lengua:
ANTROPOMETRIA
Indice p
Peso Talla IMC C. Abd C Cadera Cintura/Ca P. Sistdlica Diastélica
dera
kg cm cm cm
ESTUDIOS DE LABORATORIO FECHA:
T6 |cT |HDL |woL | Glu |cre |INS |HBA1 Ap1°A Ago "enpt' adiponec | PCR
CONSUMO DE TABACO Y ALCOHOL
¢Actualmente fuma? St (1) NUNCA (0) e
No (2)
Diario (1)
éCudntos cigarrillos fuma (fumaba) y con qué Semanal (2) Frecuencia
frecuencia? Mensual (3)
Ocasional(4) Cantidad
¢Durante cuanto tiempo ha fumado regularmente? Menos de un mes (0) |Afios
Nunca (0)
¢Actualmente toma alcohol? Si (1)
No (2)
Diario (1) Frecuencia
Aproximadamente, écuantas copas toma (tomaba), con | Semanal (2) Cantidad
que frecuencia, durante cuanto tiempo? Mensual (3) Meses
Ocasional (4) Afios
, i Cual?
ACTIVIDAD FISICA SI NO ¢Cual:
# VECES A LA SEMANA ¢Tiene alguna incapacidad para moverse?
DURACION

ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES

o\ Nefrop. I : :
éVive? | Edad DM C.1I et o Dislipidemia | Obesidad
(Si/No) | (afios) | “@YS2 | (si/no) | (si/no) d'(asli’/?ltga (Si/no) (Si/No) Otra
Padre
Abo p
Aba p
Madre
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Abo m
Aba m

Hermanos

Otros

LUGAR DE NACIMIENTO

ESCOLARIDAD

Padre

Madre

Abuelo Paterno

Abuela paterna

Abuelo materno

Abuela materna

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

ANT. GINECO-OBSTETRICOS Menarca | Frecuencia 'y duracion de X
anos | los ciclos dias
Irregularidades S N i Cudles?
menstruales
Embarazos: # Edad ler.embarazo: anos Edad ultimo o
embarazo anos
Peso productos al nacer ! ! ! ! ! ! ! !
Ha tenido algln aborto, ébito o alguno de los productos tuvo malformaciones? S N
s .y Se encuentra en

Fecha ultima menstruaciéon / / D/M/A climaterio S N
Edad de presentacion anos Reape sustitucion con S N

estrégenos

COMORBILIDADES
DIABETES MELLITUS éTiene DM? NO E%h/ide diagnéstico:__/___/__
Glucemia promedio ultimo afio: mg/dl SI Egig de diagnostico
Fecha de
(Tiene HAS? NO ) L

HIPERTENSION ARTERIAL diagnostico: /. /.___D/M/A

S Edad de diagnostico

anos
NO Creatinina > 2 SI
ALBUMINURIA O MICROALBUMINURIA mg/dI NO
SI Edad de diagndstico afos

OBESIDAD SI NO

Edad de inicio

anos

Kg

Peso al nacer
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Peso > . F: / /

Kg. F: /___/ D/M/A Peso < Kg D/M/A

Peso mas reciente Peso hace 1 afo Peso habitual Kg

Kg Kg.

Cambio cronico de peso | g gp ¢CUANTO? Kg tiempo

Cambio agudo de peso |\ g ¢CUANTO? Kg tiempo

DISLIPIDEMIA Qleg.una vez se le han medido las concentraciones
Colesterol SI NO Concentracion mg/dl
Triglicéridos | SI NO Concentracién mg/dI
ﬁglfsterol SI NO Concentracidn mg/dl
Colesterol LDL | SI NO Concentracién mg/dl
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