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RESUMEN

Los niveles bajos de colesterol-HDL (C-HDL) representan la dislipidemia mas
prevalente en la poblacion infantil y adulta mestiza mexicana, asi como en
distintos grupos indigenas. Hasta la fecha, no existen estudios que evalén la
contribucién de las variantes genéticas comunes en la moduacién de los niveles
de C-HDL en distintos grupos de poblacion mexicana.

Estudios de asociacion del genoma completo (GWAs por sus siglas en inglés),
principalmente en poblaciones de origen europeo, han identificado al menos 30
genes asociados a la variacién de los niveles plasmaticos de C-HDL, siendo las
variantes localizadas en los genes que participan en el transporte reverso del
colesterol como: CETP, LIPC, LPL , LIPG y APOAS5, las que han mostrado
asocaciones mas significativas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la participacion de polimorfismos
comunes de los genes CETP (rs3764261), LIPC (rs1800588), LPL (rs328), LIPG
(rs7241918) y APOAS (rs964194) en la modulacién de los niveles de C-HDL en
grupos de poblacion infantil y adulta mestiza asi como en poblaciéon indigena
mexicana.

Se incluyd la participacion de 3 879 sujetos: 1200 nifios mestizos con edades de 6
a 12 anos, 2276 adultos mestizos con edades de 18 a 62 afos, ambos grupos
conformados por individuos no relacionados residentes de la cuidad de México y
403 adultos indigenas (237 nahuas y 166 totonacas) con edades de 18-70 afios,
residentes de las zonas rurales de los estados de Puebla, Morelos y Veracruz. Se
genotipificaron cinco variantes posiblemente funcionales de los genes CETP
(rs3764261), LIPC (rs1800588), LPL (rs328), LIPG (rs7241918) y APOAS5
(rs964194) ademas de 40 marcadores informativos de ancestria en 1293 sujetos
de poblacion adulta mestiza.

Cuatro de las cinco variantes ubicadas en los genes CETP, LIPC,LPL y APOAS
mostraron asociacion con los niveles de C-HDL en al menos uno de los grupos de
estudio (P<0.01). de manera interesante, las variantes localizadas en Is genes
CETP (rs3764261) y APOAS5 (rs964194) presentaron asociacion con los niveles de
C-HDL en los tres grupos de poblacion mexicana analizados (CETP rs3764261, P
4.94x10°, P=3.25X10° y P=5.30X10° ; APOA5 rs964194, P=0.001, P=3.35x10" y
P=0.005 para nifilos mestizos ,adultos mestizos y adultos indigenas
respectivamente). El ajuste por mezcla étnica no modific la asociacion observada
con los niveles de C-HDL. Ademas la variante rs964194 de APOAS se asoci6
significativamente a niveles elevados de triglicéridos en nifios y adultos mestizos,



pero no en el grupo de adultos indigenas (P=7.51x107"°, P=1.176x10" y P=0.419
para nifios mestizos, adultos mestizos y adultos indigenas respectivamente).

El alelo de riesgo de APOA5 asociado a niveles bajos de C-HDL y niveles
elevados de triglicéridos presentd una frecuencia significativamente mas alta en la
poblacion indigena (51%) y mestiza (37%), comparada con la poblacion europea
(12%), lo que sugiere que contribuye de manera importante en la alta prevalencia
de dislipidemias en la poblacién mexicana.

Este estudio confirma la participacion de 4 variantes en los genes CETP, LIPC,
LPL y APOA5 en la modulacion de los niveles de C-HDL en la poblacion
mexicana. Estas variantes genéticas contribuyen de manera importante en la
modulacién de los niveles de C-HDL desde la infancia y en condiciones
ambientales distintas (poblaciones urbanas y rurales). Ademas, en conjunto
explican hasta un 20% de la variacion de los niveles de C-HDL en la poblacién
infantil, adulta e indigena de México.



nm
VLDL
IDL
LDL
HDL
PON1
PAF-AH
VCAM-1
SRB1
PDZKA1
PI3
CD11b
MHC-II
LPS
ABCA1
STAT-3
eNOS
NO
PGI1-2
TRC
LCAT
CL

EC
CETP
PLTP
LPL

LH

LE
APOA5
QTLs
GWAS

HAPMAP
mg/dL
CT
C-HDL
C-LDL
TG

HA

ABREVIATURAS
Nandmetros
Lipoproteinas de muy baja densidad
Lipoproteina de densidad intermedia
Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de alta densidad
Paraoxonasa-1
Acetil hidrolasa de factor de agregacion plaquetaria
molécula de adhesion de células vasculares uno (VCAM-1)
Receptor basurero tipo B1
Proteina adaptadora del receptor basurero tipo B1
Fosfoinositol-3
Cumulo de diferenciacion 11b
Complejo mayor de histocompatibilidad tipo I
Lipopolisacarido
Casette de union a adenosin trinucledétido fosfato
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
Sintasa endotelial de 6xido nitrico
Oxido nitrico
Prostaciclina 1-2
Trasporte reverso del colesterol
Lecitin colesterol acil transferasa
Colesterol Libre
Colesterol esterificado
Proteina de trasferencia de ésteres de colesterol
Proteina de trasferencia de fosfolipidos
Lipasa lipoproteica
Lipasa hapatica
Lipasa endotelial
Apolipoproteina A5
Locus para rasgos cuantitativos/ Quantitative trait loci

Analisis de Asociacion del Genoma Completo/ Genome Wide
Asociation Studies

Mapa de haplotipos/ Proyecto HAPMAP

Miligramos por decilitro

Colesterol total

Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
Triglicéridos

Hipoalfalipoproteinemia



INTRODUCCION

Generalidades

Los lipidos representan la reserva energética por excelencia de los organismos
vivos, componentes estructurales de las membranas celulares ya que modulan su
fluidez por lo que estan involucrados en la activacion de multiples vias de
sefalizacion; precursores de importantes moléculas biolégicas como las hormonas
esteroideas, de las moléculas inflamatorias como los leucotrienos y otros
derivados de acido araquidonico y son componentes estructurales del tejido

nervioso permitiendo una alta velocidad de conduccion de los impulsos eléctricos.

Dentro de este grupo de moléculas destacan los triglicéridos y el colesterol,
precursores estructurales de casi todas las moléculas lipidicas. La sintesis y
homeostasis de los lipidos se encuentran altamente reguladas, ademas, el aporte
dietario de estas moléculas juega un papel fundamental para la fisiologia de los
seres vivos. Lo anterior implica un sofisticado sistema de transporte hacia los
tejidos, en el cual las lipoproteinas juegan un papel clave debido a su caracter

hidrofébico que contrasta con el medio acuoso celular (Yokoyama 2006).

Las lipoproteinas son un grupo de complejos moleculares circulantes en el plasma
qgue constituyen los principales vehiculos del transporte de colesterol y triglicéridos
cuya sintesis ocurre principalmente en el higado y el intestino delgado. Por sus
caracteristicas fisicoquimicas, las lipoproteinas se definen como microemulsiones
con un diametro que oscila entre los 7 y los 600 nm. Su estructura se encuentra
conformada por un nucleo de lipidos neutros, principalmente triglicéridos, ésteres
de colesterol, que se encuentran estabilizados por una superficie monomolecular
de fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas formando asi una region

anfipatica.

Las lipoproteinas son clasificadas segun su densidad, a mayor densidad mayor
contenido relativo de proteinas. De acuerdo con lo anterior, podemos enumerarlas
en orden ascendente de densidad de la siguiente manera: los quilomicrones, las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las lipoproteinas de densidad

11



intermedia (IDL), las lipoproteinas de baja densdad (LDL) y las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) (Jonas and Phillips,2008) . Estas ultimas son el tema principal

del presente trabajo.

Metabolismo y funciones de las HDL

Las HDL son un grupo de agregados moleculares que, como se menciond
anteriormente, constituyen la fraccion lipoproteica mas densa del plasma (7.21-
12.93 nm). Su composicion proteica es muy diversa; sin embargo, las moléculas
mas abundantes son la apolipoproteina Al y la apolipoproteina All. La primera de
ellas constituye hasta un 70% de la fraccién proteica mientras que la segunda
representa alrededor de un 15%. El porcentaje restante estda compuesto
principalmente por enzimas y otras apolipoproteinas menos abundantes. Estudios
protedmicos estiman que hasta 100 proteinas diferentes pueden formar parte de la
estructura de las HDL. Sin embargo, las menos abundantes sélo se encuentran en
un pequefno grupo de particulas lo que incrementa la heterogeneidad de estas

lipoproteinas (Florentin, Liberopoulos et al. 2008, Rye, Bursill et al. 2009).

Diversos estudios epidemiologicos, en modelos animales e in vitro han mostrado
evidencia de que las HDL tienen funciones antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombdticas y tienen un papel fundamental en el proceso de transporte reverso

del colesterol (Florentin, Liberopoulos et al. 2008, Boes, Coassin et al. 2009).

a) Propiedades antioxidantes de las HDL

La actividad antioxidante de las HDL esta mediada principalmente por la inhibicidn
de la oxidacion de las LDL (Navab, Ananthramaiah et al. 2004), ello tiene como
consecuencia una disminucion de la captura de estas moléculas oxidadas por
parte del sistema monocito-macréfago (Nicholls, Dusting et al. 2005). La
acumulacion de las LDL oxidadas es considerada el mayor factor de riesgo para el

desarrollo de aterosclerosis. Este fendbmeno es promovido por la acumulacién de
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radicales libres, los cuales provocan importantes modificaciones tanto
estructurales como funcionales en estas moléculas. Dichas modificaciones
ocasionan un desbalance en la depuracion de las LDL debido a que su estado
oxidado impide el reconocimiento por parte de sus receptores hepaticos, lo cual
incrementa la concentracion de estas lipoproteinas modificadas en circulaciéon
(Steinbrecher, Zhang et al. 1990). Las LDL oxidadas son captadas de manera
preferencial por los macréfagos y las células musculares localizadas en la pared
vascular, lo cual desencadena cambios en procesos clave como la proliferacion,

migracion e inflamacién (Stocker and Keaney 2004).

A través de diversos estudios se ha demostrado que tanto la apolipoproteina Al,
como la apolipoproteina All, las proteinas mas abundantes en la estructura de las
HDL, reducen los hidroperéxidos lipidicos presentes en las LDL oxidadas, a
través de la oxidacién de puentes disulfuro presentes en su estructura y en
consecuencia reduciendo la lipotoxicidad (Garner, Waldeck et al. 1998, Ribas,
Sanchez-Quesada et al. 2004). Otro mecanismo por el cual las HDL llevan a
acabo funciones antioxidantes es mediado por las enzimas presentes en su
estructura, y la paraoxonasa-1 (PON1) es su principal enzima antioxidante. La
PON1 ha sido asociada con una disminucion significativa del riesgo de padecer
aterosclerosis tanto en individuos con dislipidemias como en diabéticos
(Mackness, Harty et al. 1991, Mackness, Durrington et al. 2002). La actividad de la
PON1 consiste en hidrolizar acidos grasos oxidados dando como resultado la
disminucién de estos compuestos en las particulas de LDL (Precourt, Amre et al.
2011).

Otra enzima importante para los efectos antioxidantes de las HDL es la acetil
hidrolasa del factor de activacién plaquetaria (PAF-AH), cuya funcién consiste en
hidrolizar al factor de activacién plaquetaria (PAF) de manera dependiente de
calcio (Yost, Weyrich et al. 2010). Un aumento en la presencia de esta enzima en
las particulas de las HDL se ha asociado a un incremento en la cantidad de lipidos

proterogénicos.(Cao, Stafforini et al. 1998, Memon, Fuller et al. 1999)
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b) Propiedades antiinflamatorias de las HDL

Las HDL presentan propiedades antiinflamatorias en las células del endotelio
vascular y los leucocitos. Esto se debe a que inhiben la expresion de moléculas de
adhesioén, como la molécula de adhesion de células vasculares uno (VCAM-1)
todo ello via el receptor basurero B1 (SR-B1), su proteina adaptadora PDZK1, la
cinasa de fosfosfoinositol-3 (PI3) vy la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS)
(Cockerill, Rye et al. 1995, Kimura, Tomura et al. 2006). Si bien, el proceso
anterior es un efecto indirecto, las HDL cumplen con funciones antiinflamatorias de
manera directa, ya que disminuyen la activacion de monocitos-macrofago y de
neutréfilos (Murphy, Woollard et al. 2008, Murphy, Woollard et al. 2011). Ello
ocurre como consecuencia de la reduccion en la disponibilidad de lipidos
importantes en la sefializacion de las células de la respuesta inmune como el
acetato de miristato forbol, el cual induce la expresion de la integrina CD11b y es
acarreado por las HDL (Murphy, Woollard et al. 2008). Ademas, reduce la
produccion de citocinas mediante la disminucion de la union de receptores de

linfocitos T a los monocitos (Carpintero, Gruaz et al. 2010).

Algunos estudios recientes sefialan que las HDL modulan la respuesta inmune
adaptativa ya que modifican la cantidad de colesterol presente en las balsas
lipidicas de las células que expresan el complejo principal de histocompatibilidad
tipo Il (MHC-II) como los linfocitos T, los linfocitos B y los macrofagos (Anderson,
Hiltbold et al. 2000, Norata, Pirillo et al. 2012). Las balsas lipidicas son
microdominios membranales compuestos principalmente por colesterol y
esfingolipidos y existe evidencia de que la expresion tanto de MHC-II asi como un
amplio numero de moléculas de la respuesta inmune dependen de su presencia
en la membrana para ser expresadas de manera adecuada. Es decir, a menor
cantidad de colesterol debido a mayores concentraciones de HDL plasmatico,
menor colesterol disponible para conformar las balsas lipidicas y menor MHC-II
expresado (Wang, Yuan et al. 2012). Todo lo anterior representa la necesidad de
una mayor cantidad de antigeno para activar la respuesta de los linfocitos

disminuye la activacion de esta estirpe celular.
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Por otra parte, la apolipoproteina Al disminuye la diferenciacion de monocitos a
células dendriticas (Kim, Lim et al. 2005). En los macrofagos esta apolipoproteina
reduce la induccion de citocinas por lipopolisacarido (LPS), ello es llevado a cabo
a través del transportador casette de unién a adenosin trinucleétido fosfato
(ABCAA1) y el transductor de senal y activador de la transcripcion 3 STAT3 (Tang,
Liu et al. 2009).

c) Propiedades antitrombdticas de las HDL

Las HDL llevan a cabo funciones antitromboticas principalmente a través de varios
mecanismos. El primero de ellos es mediante su papel como agonista de la eNOS
lo que provoca una mayor biodisponibilidad de o6xido nitrico (NO). Estudios en
ratones revelaron que el receptor SR-B1 es el mediador de la activacién de la
eNOS por parte de las HDL (Yuhanna, Zhu et al. 2001). El 6xido nitrico es un
potente vasodilatador y es producido por sus sintasas a partir de L-arginina

obteniendo L-citrulina como subproducto (Shaul 2002).

Existe evidencia de que el NO inhibe la liberaciéon de los llamados cuerpos
Weibel-Palade. Estas estructuras son granulos presentes en las células del
endotelio vascular que contienen principalmente p-selectina y factor de von
Willebrand, éste ultimo fundamental para la respuesta hemostatica (Matsushita,
Morrell et al. 2003, Brill, Fuchs et al. 2011). Otro mecanismo por el cual las HDL
llevan a cabo sus funciones antitromboéticas es mediante la enzima PAF-AH, la
cual también participa en las funciones antioxidantes de las HDL. La PAF-AH
disminuye la liberacién de PAF hacia las plaquetas, lo cual evita su activacion y su

posterior agregacion.

Las HDL también disminuyen la produccion de tromboxano A2, potente agregante
plaquetario y vasoconstrictor derivado del acido araquidénico (Oravec, Demuth et
al. 1998). Ademas, aumentan la liberacion de prostaciclina 1-2 (PGI1-2) en las

células del endotelio vascular, la cual también presenta actividad vasodilatadora a
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través de la apolipoproteina Al y la esfingosina-1-fostato presentes en las HDL
(Fleisher, Tall et al. 1982, Kobayashi, Tahara et al. 2004).

d) Papel de las HDL en el transporte reverso del colesterol

El transporte reverso del colesterol (TRC) se define como el proceso mediante el
cual el colesterol excedente de las células que forman los tejidos periféricos y
organos, incluyendo a los macréfagos en los vasos sanguineos, es transportado al
higado para su remocion a través de su excrecion como esteroles neutros o

acidos biliares en las heces (Taskinen 2003, Lewis and Rader 2005) .

Este proceso se inicia mediante la interaccion de apolipoproteina Al, sintetizada
en el higado y el intestino, con el receptor ABCA1 lo cual promueve la lipidacion
de ésta con colesterol y fosfolipidos. A este primer complejo lipoproteico se le
denomina HDL nacientes o HDL discoidales, las cuales son pobres en lipidos.
Estas primeras HDL son modificadas mediante la accidon de la enzima lectin
colesterol acil tranferasa (LCAT) la cual, como su nombre lo indica, esterifica el
colesterol libre (CL) dando lugar a moléculas mas hidrofobas, los ésteres de
colesterol (EC) se trasladan al nucleo de las particulas de HDL formando asi las

HDL esféricas o maduras, predominantes en el plasma.

Estas particulas maduras pueden ser remodeladas y modificadas por una serie de
enzimas. La proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) promueve
el intercambio de EC provenientes de las HDL por triglicéridos acarreados por las
lipoproteinas ricas en apolipoproteina B-100 como las VLDL e IDL. De manera
similar, la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP) lleva a cabo la
transferencia de fosfolipidos entre las VLDL y las HDL aumentando el contenido
lipidico y el tamafio de las particulas. Ademas, un grupo de lipasas entre las
cuales podemos mencionar a la lipasa lipoproteica (LPL), la lipasa hepatica (LH) y
la lipasa endotelial (LE) remodelan la superficie de las HDL hidrolizando
triglicéridos localizados en su superficie de manera tejido y sustrato especifico,

reduciendo el tamanio de las particulas de HDL.
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Finalmente las HDL pueden ser depuradas de la circulacion mediante la union al

receptor SR-B1 localizado en higado el cual reconoce las HDL maduras y

promueve la excrecion de su contenido lipidico por via biliar (Yokoyama 2006).

Figura 1. Transporte reverso de colesterol. Este proceso inicia con la interaccion de ABCA1 y la
apolipoproteina Al, lo cual promueve el eflujo de colesterol y fosfolipidos principalmente en el
higado y en los macréfagos. La enzima lecitin colesterol acil transferasa (LCAT) actua sobre el
colesterol libre y produce ésteres hidrofdbicos que se situan en el interior de las particulas
formando asi HDLs maduras. La proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) realiza
el intercambio de ésteres de colesterol por triglicéridos en lipoproteinas ricas en la apolipoproteina
B (VLDL, IDL). Otras enzimas hidrolizan triglicéridos en la superficie de las HDL promoviendo su
recambio y remodelacion como la lipasa lipoproteica, la lipasa endotelial y la lipasa hepatica (LPL,
LE, LH, respectivamente. Por ultimo las particulas de HDL pueden unirse al receptor SRB1 lo cual

promueve su excrecion por via biliar o bien ser depuradas en el rifdn.
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Subfracciones de las HDL

Como se ya se mencion6 las HDL son un grupo altamente heterogéneo de
particulas, ello esta relacionado con la estructura helicoidal, anfipatica y altamente
dinamica de la apolipoproteina Al, que le permite adoptar diferentes
conformaciones espaciales y como consecuencia la cantidad de lipidos asociados
a ella también varia (Davidson and Thompson 2007). En un esfuerzo por develar
si las poblaciones de HDL podrian predecir mejor el riesgo cardiovascular, se han
desarrollado diversas técnicas para fraccionarlas. Es asi como podemos
mencionar que al someter la fraccidon plasmatica correspondiente a las HDL a
ultracentrifugacion, pueden identificarse dos grupos: las HDL2 que son grandes,
de baja densidad y ricas en lipidos y las HDL3 que en contraste son pequefas,
densas y ricas en proteinas. Si se realiza un fraccionamiento sucesivo mediante
gel en gradiente de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes,
distinguiremos cinco grupos que en orden decreciente de tamano son: HDL2D,
HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c (Rosenson, Brewer et al. 2011).

En algunos estudios in vitro se ha demostrado que esta diversidad en
composicion, estructura y densidad refleja diferencias en la funcion llevada a cabo
por cada subfraccion. Las subfracciones grandes (HDL2) son mas eficaces
inhibiendo la agregacion plaquetaria y tienen una potente actividad vasodilatadora.
Por su parte las subfracciones pequefas y densas (HDL3), son mejores
mediadoras del trasporte reverso del colesterol, cumplen importantes funciones
antioxidantes, antiinflamatorias e inhiben mejor la actividad plaquetaria (Camont,
Chapman et al. 2011), sin embargo, las asociaciones clinicas son poco
consistentes y el papel de las subfracciones de las HDL en el campo clinico sigue
siendo controversial (Rosenbaum, Hansel et al. 2012, Superko, Pendyala et al.
2012).
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Hipoalfalipoproteinemia en México y sus asociaciones con patologias

metabodlicas

La hipoalfalipoproteinemia es definida como niveles de colesterol asociado a HDL
(C-HDL) menores a 40 mg/dL segun el Panel de Expertos para la Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de Colesterol Sanguineo Alto en Adultos (ATPIII, 2004)
y el Panel de Expertos en Instrucciones para la Salud Cardiovascular y Reduccion
del Riesgo en Nifios y Adolescentes (Expert Panel of Integrated Guidelines for

Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children and Adolescents, 2011).

Debido a la diversidad de funciones llevadas a cabo por esta lipoproteina es
posible visualizar que las repercusiones de su escasez son igualmente diversas.
En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que los niveles bajos de C-HDL
son un factor de riesgo independiente a los niveles de c-LDL de la enfermedad
arterial coronaria (Prospective Studies, Lewington et al. 2007). Ademas, en
algunos estudios se observa que un incremento de 1 mg/dL en los niveles de C-
HDL esta asociado a una disminucion entre un 2 y un 3% en el riesgo de padecer
enfermedad arterial coronaria en ambos géneros (Wilson 1990, Linsel-Nitschke
and Tall 2005).

En nuestro pais, la hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas comun entre los
adultos mayores de 20 afios con una prevalencia de 36% (Aguilar-Salinas, Olaiz et
al. 2001). En un estudio previo en nuestro grupo de trabajo se demostrd que esta
dislipidemia tiene un inicio temprano en México, y se describi6 como la mas
comun entre la poblacion infantii y adolescente de nuestro pais con una

prevalencia de 15% (Flores-Dorantes, Arellano-Campos et al. 2010).

En una gran cantidad de estudios se ha observado que la etnicidad es un factor
que debe ser tomado en cuenta en la variacion de los niveles de C-HDL (Kuller
2004). La mayoria de la poblacion mexicana es considerada como una poblacion
mestiza, producto de una mezcla entre tres principales poblaciones parentales: la
amerindia o indigena, la europea (principalmente espafola) y en menor medida, la

africana (Lisker, Ramirez et al. 1990, Price, Patterson et al. 2007).
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De manera consistente, en diversos estudios se ha descrito que la media de las
concentraciones de C-HDL en individuos mexicanos es de entre 38 y 45 mg/dL, lo
que es muy similar entre las diversas poblaciones mestizas de Latinoamérica
(Miranda, Herrera et al. 2013). En contraste, en los estudios realizados en
poblacion espafola, se observa que la media para este mismo parametro
bioquimico es mayor, con valores de 55 a 60 mg/dL (Nunez-Cortes, Pedro-Botet
Montoya et al. 2010).

Los niveles de C-HDL son particularmente bajos en nuestro pais y de manera
general, en América Latina, cuyas etnicidades presentan una alta similitud. Estos
hallazgos sugieren que la contribucién del componente indigena presente en
estas poblaciones, podria ser importante en la variacion de los niveles de C-HDL;
sin embargo, en la actualidad existen poco trabajos que puedan aportar

informacion al respecto (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007).

Heredabilidad

Actualmente se sabe que los niveles de C-HDL son un rasgo complejo, es decir,
se encuentran sujetos a regulacion tanto de factores ambientales como de

factores genéticos.

Algunos de los factores ambientales como el tabaquismo, una dieta alta en
hidratos de carbono o grasas saturadas, niveles altos de triglicéridos y el
sedentarismo ocasionan una disminucion en los niveles de C-HDL (Tall 1990,
Jeffs, Godsland et al. 2006). Ademas, factores como el género y la edad también
modifican los niveles de C-HDL, ya que en general las mujeres presentan
concentraciones plasmaticas mayores que los hombres. Sin embargo, el efecto del
género varia respecto a las diferentes etapas del desarrollo, siendo los niveles
hormonales y sus modificaciones durante la adolescencia y la menopausia los que

mas contribuyen a este comportamiento (Badeau, Metso et al. 2013).
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Con base en estudios realizados en familias y en gemelos se ha estimado que los
factores genéticos representan entre un 47 a un 76% de la variabilidad
interindividual en los niveles plasmaticos de C-HDL (Friedlander, Kark et al. 1986,
Souren, Paulussen et al. 2007). La identificacion de estos factores genéticos ha

requerido el uso de distintas estrategias genéticas y genomicas.

Estrategias para identificacion de determinantes genéticas asociadas a
niveles de C-HDL

Con la finalidad de identificar las determinantes genéticas involucradas en la
modulacién de las concentraciones plasmaticas de C-HDL se han utilizado
principalmente tres estrategias: los estudios de genes candidato, los estudios de
genoma completo en busqueda de nuevos genes para el analisis de loci para
rasgos cuantitativos (QTL por sus siglas en inglés) y mas recientemente los

estudios de asociacion del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés).

a) Estudios de genes candidato

Algunos de los genes principalmente implicados en la sintesis y metabolismo del
C-HDL fueron identificados, en algunos casos, mediante mutaciones raras que
ocurren naturalmente en los humanos y que presentan fenotipos clinicamente bien
descritos como en el caso de la enfermedad de Tangier y el descubrimiento del
transportador ABCA1 (Wang and Paigen 2002). Otros mas se descubrireron
mediante modelos murinos en los cuales fue posible evaluar su funcion. De esa
manera se propusieron cinco grupos de genes candidato para la asociacidén con
los niveles de C-HDL.:

1) Proteinas asociadas a la estructura de las HDL: en este grupo se
propusieron a los genes APOA71 y APOA2, que codifican para las
apolipoproteinas Al y All cuyo papel estructural y funcional ya ha sido muy
estudiado.

2) Enzimas y proteinas de transferencia asociadas a las HDL: en esta

categoria se incluyeron a los genes que codifican para la proteina de

21



3)

4)

5)

transferencia de ésteres de colesterol, CETP; la lecitin colesterol acil
transferasa, LCAT y la proteina de transferencia de fosfolipidos, PLTP.
Todas ellas desempenan un papel fundamental en la remodelacién y
modificacién de las particulas del C-HDL.

Enzimas asociadas a la pared celular de tejidos involucrados en el
metabolismo de las HDL: los principales genes incluidos en esta categoria
son LPL, LIPC y LIPG que codifican para la lipasa lipoproteica, la lipasa
hepatica y la lipasa endotelial. ElI papel de todas ellas se centra en la
remodelacion del C-HDL.

Receptores celulares, adaptadores y transportadores: en este grupo
podemos mencionar al gen ABCA1 que codifica al transportador cassette
de unién a trifosfato de adenosina y al gen SRB1 que codifica para el
receptor basurero tipo B1 los cuales llevan a cabo funciones fundamentales
para la sintesis y catabolismo del C-HDL.

Factores de transcripcion: entre los mas importante factores de
transcripcion que han sido propuestos como genes candidato son los
pertenecientes a la familia de los RXR o receptores de retinoides X, los LXR
que codifican para los factores de transcripcion conocidos como receptores
hepaticos X y la familia de factores PPAR o receptores activados por los
proliferadores de los peroxisomas, ya que ha sido muy estudiado el papel
que todos ellos desempefian en la regulacion de la sintesis y el
metabolismo de las lipoproteinas (Wang and Paigen 2002, Wang and
Paigen 2005).

a) Anadlisis de locus para rasgos cuantitativos (QTLs)

Debido a que la estrategia de genes candidatos no era capaz de explicar la
totalidad de la variacién genética en los niveles de C-HDL se desarroll6 la técnica
de analisis de locus para rasgos cuantitativos (QTLs). Esta estrategia es capaz de
identificar regiones génicas asociadas a una variable cuantitativa sin que haya un

restudio previo sobre el posible papel funcional (Lander and Botstein 1989).
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Para las concentraciones de C-HDL los estudios que reportan QTL fueron llevados
a cabo de manera inicial en modelos de ratdn siguiendo cuatro pasos basicos: 1)
generacion de las cepas de raton con diferencia en las concentraciones de C-HDL
mediante cruzas endogamicas, retrocruzas o intercruzas con la progenie. 2)
Determinacion de las concentraciones de C-HDL, las cuales habitualmente siguen
una distribucion normal, en la progenie de la segunda generacion. 3) Uso de
microsatélites polimorficos en el genotipo de la progenie como marcadores del
fenotipo a intervalos de 15 a 20 cM, recordando que un centimorgan (cM) equivale
a 1% de recombinacién cuando nos referimos a la distancia relativa entre genes
ligados, es decir, que estan presentes en un mismo cromosoma. De manera mas
reciente utilizando microarreglos y 4) determinacion de regiones cromosomicas
asociadas a los marcadores (QTLs) que contienen a los genes responsables de la
mayor parte de las diferencias de C-HDL entre cepas utilizando programas
estadisticos (Gu, Johnson et al. 1999, Suto, Matsuura et al. 1999) .

Los pasos anteriormente descritos se utilizaron para describir los 36 QTLs
asociados a los niveles de C-HDL en ratén, sin embargo, mediante gendmica
comparativa realizada en 15 poblaciones distintas han podido ser reportados 45
QTLs en los humanos, es decir, la informacién obtenida para el raton corresponde
en mas de un 90% a lo que ha sido reportado de manera posterior para los seres
humanos, utilizando el mismo tipo de analisis, lo cual demuestra el alto grado de
homologia entre ambas especies y la validez de la utilizacion del modelo murino
(Wang and Paigen 2002).

b) Estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAs)

Los estudios de asociacion del genoma completo o GWAs, por sus siglas
(Genome Wide Association study) en inglés, son una estrategia propuesta de
manera reciente para continuar con la busqueda de determinantes genéticas que
podrian estar asociadas a la variacion de los niveles plasmaticos de C-HDL con la

finalidad de explicar un mayor porcentaje de la heredabilidad del rasgo.
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Este tipo de estudios se basa en la premisa de que polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) pueden asociarse a la variacion de un fenotipo (Marjoram, Zubair
et al. 2013). Se realizan mediante la genatipificacion un gran nimero de SNPs
ubicados a lo largo de todo el genoma, cada uno de los cuales brinda informacién
sobre el bloque de desequilibrio de ligamiento (LD) en el que se encuentra de
manera que se evita incluir variantes que se localicen en el mismo haplotipo para
evitar informacién redundante. Otra caracteristica importante de los GWAs es que
son estudios libres de hipoétesis, ya que, adicionalmente a los genes involucrados
directamente en el metabolismo del C-HDL, otros genes con funcién menos
conocida o no directamente relacionada, podrian estar involucrados en la
modulacion de los niveles de esta lipoproteina. Debido a que se espera que cada
SNP incluido contribuya de manera discreta en el fenotipo, en esta clase de
analisis se incluye a una gran cantidad de individuos, generalmente siguiendo el

modelo caso-control (Visscher, Brown et al. 2012).

Hasta el momento, se han asociado 38 variantes distintas a los niveles de C-HDL
por medio de analisis de GWAs y se calcula que en total estos SNPs podrian
explicar un 12.1% de la variabilidad genética del rasgo (Teslovich, Musunuru et al.
2010). De esta proporcion, se estima que alrededor de 61.8% puede ser atribuida
a la presencia de variantes comunes, definidas como aquellas con una frecuencia
del alelo menor (MAF) superior al 1% (Cohorts for, Aging Research in Genetic
Epidemiology et al. 2013). Lo anterior sugiere que este tipo de polimorfismos son

clave para el entendimiento de la varianza de los niveles de C-HDL.

Sin embargo, estos escaneos se han realizado principalmente poblacién de
origen europeo y que existen discrepancias interpoblacionales en la arquitectura
genética, entre las cuales se incluyen: las diferencias en las frecuencias alélicas y
en los patrones de desequilibrio de ligamiento, asi como en la prevalencia de
enfermedades y las interacciones entre genes y ambiente llevan a sugerir que es
necesario realizar GWAS que incluyan a cada poblacion de interés (Weissglas-
Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2013). A este respecto, en algunos estudios se han

utilizado muestras de individuos no europeos, de manera particular
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afroamericanos y asiaticos (chinos, coreanos Yy filipinos), con la finalidad de probar
que las variantes identificadas en caucasicos también podrian estar asociadas en
otras poblaciones. Con lo anterior ha demostrado que mas de un 80% de los
SNPs asociados a C-HDL en europeos se pueden asociar en la misma direccion

en otros grupos poblacionales (Teslovich, Musunuru et al. 2010).

Recientemente se ha propuesto la busqueda de la heredabilidad que no ha sido
identificada por las estrategias descritas anteriormente mediante las técnicas
secuenciacion masiva. Sin embargo, Los resultados de los primeros estudios
realizados a partir de éste enfoque son muy similares a los obtenidos con los

GWAs (Cohorts for, Aging Research in Genetic Epidemiology et al. 2013).

De manera interesante para la comprensién de la genética de la variablidad del C-
HDL, las determinantes genéticas reportadas a través de las tres estrategias
mencionadas en los apartados anteriores son esencialmente las mismas, lo cual
no es comun en otras enfermedades complejas, ello podria indicar que las vias
metabdlicas involucradas en la modulacion del rasgo estan altamente definidas y

conservadas.

Los SNPs que han sido asociados en poblacién europea con los niveles de C-HDL
con los mejores valores de significancia se presentan en la tabla 1. La mayor parte
de ellos estan localizados en genes cuya funcion se encuentra ampliamente
descrita y ademas esta directamente relacionada con el metabolismo de las HDL
(CETP, LIPC, LPL, ABCA1, LCAT y PLTP). Un grupo mas pequefo de variantes,
se ubican en genes que han sido descritos como factores de transcripcion o cuyas
funciones e implicacion en el metabolismo de lipidos no se ha estudiado o se ha
estudiado de manera muy reciente como TRIB1, CCTCF, LILRA3, NUTF2, KLF14,
MMAB/MVK y MLXIPL. Otro aspecto a tomar en cuenta es que la mayoria de
estos SNPs no se encuentran en las regiones codificantes de los genes donde
estan localizados (Kathiresan, Willer et al. 2009, Keebler, Sanders et al. 2009,
Teslovich, Musunuru et al. 2010, Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2010,
Chang, Ned et al. 2011).
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significancia estadistica.

Gen SNP P Localizacion/ Funcion
CETP rs3764261 | 7x10°% Promotor
LIPC rs1532085 | 3x10™° Intergénico
CETP rs1800775 | 1x10™" Promotor
APOA1/C3 A1-A5 rs964184 1x10™° Region 3’ UTR
LIPG rs7241918 | 3x10™ Intergénico
HERPUD1/CETP/NOD27 rs5880 3x10™ Regién codificante
HERPUD1/CETP/NOD27 | rs1800777 | 5.2x10™°
LPL rs12678919 | 2x10™* Intergénico
ABCA1 rs1883025 | 2x10°° Intrénico
LCAT rs16942887 | 8x10™>° Intrénico
LIPC rs1800588 | 2x10™* Promotor
PPP1R3B rs9987289 | 6x10™° Intronico
LPL rs328 9x10™~° Region codificante
PLTP rs6065906 | 2x10™ Intergénico
TRIB1 rs2954029 | 3x10™" Intronico
NUTF2 rs2271293 | 8.3x107"° Intronico
LILRA3 rs386000 | 4x10"° Intergénico
KLF14 rs4731702 | 1x10™ Intergénico
MMAB/MVK rs7134594 | 7x10™" Intronico
MLXIPL rs17145738 | 2x107 Region 3'UTR

Tabla 1. Polimorfismos asociados a los niveles de C-HDL en poblacion europea con la mayor

CETP: proteina de transferencia APOA1/C3 A1-A5;

apolipoproteina A1/C3 A1-A5, LIPG: lipasa endotelial, HERPUD: inducible por homocisteina y

de ésteres de colesterol, cluster
estrés de reticulo endoplasmico con dominio parecido a ubiquitina miembro 1, NOD27: dominio 27
de unién y oligomerizacion de nucledtidos, LPL: lipasa lipoproteica, ABCA1: cassete de unién a
trifosfato de adenosina miembro 1 subfamilia A, LCAT: lectin colesterol acil transferasa, LIPC:
lipasa hepatica, PP1R3B: subunidad regulatoria 3B de la fosfatasa proteica 1, PLTP: proteina de
transferencia de fosfolipidos, TRIB1: homdlogo tribbles 1, NUTF2: factor de transporte nuclear 2,
LIRA3: receptor leucocitario parecido a inmunoglobulina subfamilia A, KLF14: factor similar a
Kruppel 14, MMAB: aciduria metilmalénica tipo cb1B, MVK: cinasa de mevaloonato, MLXIPL:

similar proteina que interactua con MLX, P: significancia estadistica, UTR: regién no traducida.
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Antecedentes directos

a) Gen CETP

El gen CETP esta localizado en el cromosoma 16g2 presenta 16 exones y codifica
para la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), una
glucoproteina hidrofébica que en su forma activa tiene una longitud de 493
aminoacidos. Esta proteina se expresa principalmente en el higado y en menor
medida en el intestino delgado, las glandulas adrenales, el tejido adiposo y el
bazo, desde donde es secretada al plasma y se localiza principalmente asociada a
las HDL (Barter, Hopkins et al. 1982, Agellon, Quinet et al. 1990, Tall 1993).
CETP tiene una funcién importante en el TRC ya que incrementa el contenido de
triglicéridos de las HDL generando particulas de mayor tamafio que pueden ser
facilmente metabolizadas a través de la actividad de lipasas de ftriglicéridos, es
decir, participa de manera directa en el metabolismo de estas lipoproteinas
(Barter, Hopkins et al. 1982). Todo lo anterior ha colocado a este gen no sdlo
como uno de los principalmente analizados en estudios genéticos sino también
como un importante blanco terapéutico para nuevas terapias farmacologicas que
buscan incrementar los niveles de C-HDL plasmaticos. De ésta manera, todas las
estrategias genéticas han reportado a CETP como asociado a los niveles de C-
HDL y actualmente existen al menos tres inhibidores de la proteina en el mercado
aunque con resultados cuestionables (Thompson, Di Angelantonio et al. 2008,
Hewing and Fisher 2012).

Desde hace dos décadas se conocen dos isoformas de CETP, la primera de ellas
con una secuencia de 493 aminoacidos como se menciond en el parrafo anterior
y una isoforma corta, que sélo comprende los primeros 8 exones del gen producto
del empalme alternativo del RNA mensajero (MRNA) en el exén 9, generando un
polipéptido con una secuencia de 433 aminoacidos. De manera interesante, esta
isoforma mas pequefia no se secreta y no posee actividad por lo que se ha
propuesto que interactua con la isoforma de longitud completa regulando asi su

secrecion (Quinet, Yang et al. 1993).
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Otro aspecto a tomar en cuenta sobre el gen CETP es su caracter altamente
polimorfico. Diversos estudios han mostrado que los SNPs localizados en su
promotor estan asociados a la variabilidad en los niveles de C-HDL (Papp,

Pinsonneault et al. 2012).

La variante rs3764261 esta localizada en el promotor del gen CETP, el alelo
menor A, se asocia a mayores concentraciones de C-HDL en diversas
poblaciones. A nivel funcional se desconoce si esta variante modifica la expresion
del gen, ya que hasta el momento no se ha realizado la cuantificacion del mMRNA
con respecto al genotipo. Sin embargo, se sabe que la disminucion en la actividad
de la proteina codificada por el gen tiene como consecuencia un incremento en las
concentraciones de C-HDL, por lo que resulta posible proponer que la presencia
del alelo A disminuye la actividad de CETP. (Zhong, Sharp et al. 1996, Chang,
Ned et al. 2011).

b) Gen LIPC

El gen LIPC se encuentra en el cromosoma 15, tiene nueve exones y codifica
para la lipasa hepatica, una glucoproteina de 65 kD. Se trata de un miembro de la
familia de lipasas de triglicéridos, que se expresa, como su nombre lo indica,

principalmente en los hepatocitos y en menor medida en los macréfagos (Jansen,
van Berkel et al. 1978, Kuusi, Nikkla et al. 1979).

Existen dos principales reservorios de ésta molécula: la porcion de lipasa unida a
la superficie celular de los hepatocitos y las células sinusoidales por medio de
proteoglicanos de heparan sulfato. Una vez que se secreta por las células y una
segunda fraccion, unida a las HDL que se encuentra en circulacién. Esta ultima se
genera mediante el desplazamiento de la unidon proteoglicano-lipasa hepatica
mediado por las particulas de HDL. Ambos reservorios contienen la forma
cataliticamente inactiva de la enzima. La activacion de la misma se lleva a cabo
principalmente durante la etapa postprandial, es decir, cuando hay una mayor

concentracion de triglicéridos libres en circulacidn en un proceso regulado por el
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contenido de apolipoproteinas de las particulas de HDL, principalmente All y E o
bien, de manera artificial, administrando heparina intravenosa con el método
descrito por Hahn (Hahn 1943, Ramsamy, Neville et al. 2000, Ramsamy, Boucher
et al. 2003).

Esta enzima esta involucrada en el proceso de depuracion de lipoproteinas con
alto contenido de triglicéridos, como las VLDL y los quilomicrones pero ademas,
de manera muy importante, en la remodelacion de las particulas de HDL
mediante la hidrdlisis tanto de los triglicéridos como de los fosfolipidos que se
encuentran en la superficie de estas generando asi las subfracciones mas
pequefas y densas de estas lipoproteinas (Grundy, Vega et al. 1999, Jansen,
Verhoeven et al. 2002, Jansen 2004, Santamarina-Fojo, Gonzalez-Navarro et al.
2004). Es debido a lo anterior que se considera a LIPC uno de los principales
genes dentro del metabolismo lipidico, por o que ha sido estudiado ampliamente
por todas las estrategias genéticas anteriormente descritas. De manera
importante, cuatro variantes comunes localizadas en el promotor del gen han sido
las mayormente asociadas a los niveles de C-HDL en multiples estudios (Cai,
Wong et al. 1989, Ameis, Stahnke et al. 1990).

El polimorfismo rs1800588, también es conocido de manera alternativa como -
480C>T o —-514C>T y esta localizado en la region promotora del gen que codifica
para la lipasa hepatica, LIPC. En una gran cantidad de estudios de asociacion
realizados en diversas poblaciones, se ha analizado a esta variante comun,
demostrando que el alelo T, descrito como el menos frecuente en la poblacion
caucasica, esta asociado a un incremento en las concentraciones de C-HDL de
manera dependiente de dosis. Este efecto parece ser la consecuencia de una
disminucién en la actividad de la lipasa hepatica en los sujetos portadores del
alelo T, tanto en su forma heterocigota como homocigota; lo cual, se sugiere,
corresponde a la reduccién de la transcripcion del gen LIPC demostrada por un
estudio in vitro realizado con la linea AML12 de hepatocitos murinos (Jansen,
Verhoeven et al. 1997, Jansen, Chu et al. 1999, Deeb and Peng 2000).
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c) Gen LPL

El gen LPL esta localizado en aproximadamente 30 kb del cromosoma 8 (8p21.3)
y codifica para la lipasa lipoproteica. Esta enzima es una glucoproteina expresada
principalmente en el tejido adiposo, en el musculo esquelético y cardiaco. Otros
tejidos como las glandulas adrenales, los macréfagos, el sistema nervioso central,
los tubulos proximales renales, las células pancreaticas y los pulmones también la

expresan aunque en menor medida (Stein and Stein 2003).

La lipasa lipoproteica se localiza en forma de homodimero en la superficie luminal
de las células del endotelio vascular y de los adipocitos, ya que se encuentra
unida a ésta mediante proteoglicanos de heparan sulfato. Su activacion requiere
de la apolipoproteina Cll como cofactor, la cual forma parte de la estructura de las
VLDL, los quilomicrones y las HDL por lo que existe regulacién bidireccional entre
los tres tipos de lipoproteinas y la lipasa lipoproteica. Dado lo anterior, tiene un
papel importante en el metabolismo lipidico ya que cataliza a la hidrdlisis de
triglicéridos presentes en VLDL y quilomicrones, proporcionando asi acidos grasos
libres que pueden ser utilizados por los tejidos. De igual manera, reduce el tamaino
y contenido de ftriglicéridos de las HDL, favoreciendo la produccion de las
subfracciones mas pequefias y densas (Mead, Irvine et al. 2002, Otarod and
Goldberg 2004).

Todo lo anterior coloca al gen LPL como una de las piezas centrales en el
metabolismo tanto de los triglicéridos como de las HDL, y sus variantes
funcionales han sido ampliamente estudiadas principalmente en poblacion

europea.

El polimorfismo rs328, también conocido como Ser447X, inserta un codén de paro

en el codon 447, lo cual genera una proteina trunca en la regidon carboxilo terminal.

Durante alrededor de dos décadas se estudid su papel en la modulacion de los
lipidos sanguineos en diversos estudios efectuados en poblacién europea. Todos
ellos confirmaron que su alelo menos frecuente, G, incrementa los niveles de C-

HDL y disminuye los de triglicéridos. Ambos efectos se asocian de manera amplia

30



con la disminucion del riesgo cardiovascular (Groenemeijer, Hallman et al. 1997,

Kuivenhoven, Groenemeyer et al. 1997).

Estudios funcionales demostraron que la ausencia de los ultimos dos aminoacidos
de la secuencia genera un aumento en la actividad de la lipasa lipoproteica. De
manera muy reciente se ha propuesto que la razon de dicho incremento es un
aumento en la traduccion del mRNA de LPL. Este efecto podria ser ocasionado
por la presencia de la variante en un haplotipo cercano a la region 3' UTR y que
pudiese ser un sitio importante para la asociaciéon de algun complejo de union a
RNA (Zhang, Henderson et al. 1996, Ranganathan, Unal et al. 2012).

d) Gen LIPG

El gen LIPG se localiza en el brazo largo del cromosoma 18 (18g21.1) y codifica
para la lipasa endotelial, el miembro mas recientemente descubierto de la familia
de lipasas de ftriglicéridos (Hirata, Dichek et al. 1999, Jaye, Lynch et al. 1999).
Como su nombre lo indica, se expresa principalmente por las células endoteliales
aunque también ha sido encontrada en la placenta, la glandula tiroides, los
pulmones, el higado, los rifiones y las gonadas. Tiene alta afinidad por los
fosfolipidos presentes en las HDL, donde ejerce su funcion de manera
importante.(Yasuda, Ishida et al. 2010)

En algunos estudios realizados in vitro se ha sugerido que la disminucién o
carencia de actividad de la lipasa endotelial se encuentra asociada al aumento del
C-HDL vy es por ello que se considera que el gen LIPG podria jugar un papel
importante en la modulacién de los niveles de esta lipoproteina (Jaye, Lynch et al.
1999, Maugeais, Tietge et al. 2003, Nijstad, Wiersma et al. 2009). Recientemente,
los estudios se han centrado en los mecanismos moleculares en los que podria
estar (Pennacchio and Rubin 2003) participando la lipasa endotelial asi como en
su estructura tridimensional ya que debido a su reciente caracterizacidon, esta

informacion aun no se encuentra disponible.
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El polimorfismo rs7241918 se localiza en una region intergénica del cromosoma
18, muy cerca del promotor del gen LIPG. Un estudio en europeos describid a su
alelo menos frecuente, G, asociado a niveles bajos de C-HDL, por encima de
otras variantes de este gen. Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios a nivel funcional que sugieran el mecanismo por el cual ocurre lo anterior

(Teslovich, Musunuru et al. 2010)

e) Gen APOAS

El gen APOAS esta localizado en el cromosoma 11, comprende cuatro exones y
fue recientemente descubierto como parte del cluster que incluye a los genes
APOA1, APOC3 y APOA4, una de las regiones genéticas mayormente
estudiadas (Pennacchio and Rubin 2003).

Codifica para la apolipoproteina AV, una molécula de 396 aminoacidos que, a
diferencia de otras de su misma familia, se encuentra en muy bajas
concentraciones en la sangre periférica. Se expresa unicamente en el higado y se
localiza en las VLDL, los quilomicrones y las HDL. Recientemente se ha
informado que la apolipoproteina AV se une a la lipasa lipoproteica y es a partir
de ésta, que ejerce su actividad regulando la hidrolisis de los triglicéridos

presentes estas lipoproteinas (Fruchart-Najib, Bauge et al. 2004).

En estudios en modelo murino se ha demostrado que la disminucion en las
concentraciones de la apolipoproteina AV se encuentra asociado a niveles mas
altos de triglicéridos (Pennacchio, Olivier et al. 2001). Lo anterior es consistente
con los estudios de asociacion de variantes de pérdida de funcion en los
humanos. Sin embargo, es necesario sefalar que muchas de las funciones de
esta apolipoproteina aun se desconocen (Endo, Yanagi et al. 2002, Weissglas-
Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2010).

El polimorfirsmo rs964184 esta localizada en la region 3° UTR del gen APOAS.
Existen pocos estudios en que la asocian a las concentraciones de triglicéridos.

Sin embargo, uno de ellos fue llevado a cabo con individuos mestizos mexicanos,
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observando que el alelo G, se encuentra asociado con mayores niveles de éstos
lipidos. Los aspectos funcionales de esta variante han sido poco estudiados, pero
se propone que ocasione una disminucion en la concentracion de la
apolipoproteina en circulacion (Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2010,

Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2013).
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JUSTIFICACION

La poblacibn mexicana mestiza presenta una alta prevalencia de
hipoalfalipoproteinemia, se ha calculado que participaciéon de los factores

genéticos en la modulacion de los niveles de C-HDL alcanza hasta un 70%.

Se han utilizado diversas estrategias para identificar variantes y genes
responsables de dicha heredabilidad. Entre ellas recientemente destacan los
GWAs, que se han llevado a cabo principalmente en poblaciones de origen

europeo.

Es de gran relevancia realizar un estudio en que se evalue la contribucion de las
variantes asociadas al C-HDL obtenidas por los GWAs disponibles en la poblacion
mestiza, incluyendo tanto adultos como poblacién infantil, ésta ultima con un

tiempo de exposicion al ambiente menor.

Ademas, es de especial interés conocer como estas variantes podrian estar
modulando los niveles de C-HDL en poblaciéon indigena, de la cual hasta el
momento se tiene informacion muy escasa ya que se ha propuesto que el
componente amerindio podria ser clave en la prevalencia de niveles bajos de las

HDL en nuestra poblacion.
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HIPOTESIS

Los polimorfismos comunes rs3764261, rs1800588, rs328, rs7241918 vy
rs964184 localizados en los genes CETP, LIPC, LPL, LIPG y APOA5
respectivamente, participan en la modulacion de los niveles de C-HDL en

distintos grupos de poblacién mexicana.

OBJETIVOS

Objetivo general
« Evaluar la participacién de polimorfismos comunes identificados a través de

GWAS en la modulacién de los niveles de C-HDL en distintos grupos de

poblacion mexicana.

Objetivos particulares

« Evaluar el efecto individual de los alelos de riesgo en la modulacion de los
niveles de C-HDL en poblacion infantil y adulta mexicana, incluyendo
distintos grupos de poblacién indigena.

« Determinar el impacto de polimorfismos comunes en la modulacion de
otros parametros metabdlicos como triglicéridos y C-LDL.

* Analizar la contribucion de los polimorfismos comunes en la modulacién de

las subfracciones de lipoproteinas de alta densidad.
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METODOLOGIA

Grupos de poblacion mexicana
El estudio incluy6 la participacién de 3879 sujetos pertenecientes a tres grupos de

poblacion mexicana los cuales se describen a continuacion.

a) Ninos mestizos

La poblacion infantil incluida se conformé con 1200 nifios mexicanos, procedentes
de la Cuidad de México, con padres y abuelos mestizos nacidos en México, no
relacionados, con edades de 6 a 15 afos cuyos padres aceptaron, mediante la
firma de un consentimiento informado, su participacion en el estudio. Fueron
reclutados durante las Convivencias Infantiles de Verano para los hijos de
trabajadores del Sindicato de Salud llevadas a cabo en los afios 2008 y 2009 asi
como en una Escuela Secundaria Publica; estas ultimas con la colaboraciéon del

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Se realizé la medicion de peso, talla, circunferencia de cintura y presion arterial.
Los percentiles de IMC y z-scores para el IMC fueron calculados usando los datos
de referencia de IMC por edad y género. Se obtuvo una muestra de sangre
periférica después de un periodo de ayuno de 8 horas. Ninguno de los
participantes presenté evidencia clinica de enfermedades crénicas como diabetes,
enfermedad renal, hipo o hipertiroidismo ni enfermedad hepatica. El proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutriciéon “Salvador Zubiran”

b) Adultos mestizos

Se analizaron dos grupos de adultos mestizos. El primero de ellos, conformado
por 1293 individuos mayores de 18 anos, mexicanos no relacionados procedentes
principalmente de la Cuidad de México, a los cuales se determinaron parametros
antropométricos como talla, peso, circunferencia de cintura ademas de la muestra

sanguinea correspondiente. Todos ellos firmaron la carta de consentimiento
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informado aprobada por las Comisiones de Investigacion y Etica de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Las muestras sanguineas y las mediciones antropométricas
fueron obtenidas en colaboraciéon con la Escuela Nacional de Antropologia e

Historia.

El segundo grupo incluy6é a 983 individuos mayores de 18 afos, mexicanos, no
relacionados procedentes de la Cuidad de México. De igual manera e realizé la
medicién de parametros antropométricos como talla, peso, circunferencia de
cintura y cadera para cada uno de ellos. Ademas, se realizé la toma de muestra
sanguinea después de 8 horas de ayuno.

Todos firmaron la carta de consentimiento informado correspondiente la cual fue
aprobada por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran”.

El indice de masa corporal (IMC) fue calculado como peso en kilogramos dividido

entre la talla elevada al cuadrado.

c) Adultos indigenas

El grupo de poblacion indigena se conformd por 406 adultos indigenas
pertenecientes a los grupos nahua y totonaca, residentes de comunidades rurales
de los estados de Puebla, Morelos y Veracruz. Todos los individuos tenian al
menos dos generaciones de ancestros pertenecientes a su grupo étnico y
conservaban su lengua de origen. Se conté con el apoyo de traductores en caso
necesario y se obtuvo la firma del consentimiento informado para la toma de
muestra de sangre periférica. Estos procedimientos fueron aprobados por el

comité de ética del Instituto Nacional de Nutricién Salvador Zubiran.

Seleccién de SNPs

Previa revisidon en la literatura, se realizé una lista de los principales SNPs
asociados a la modulacion de los niveles de C-HDL en poblacion europea. Se
seleccionaron las cinco variantes localizadas en cinco genes distintos para formar

parte del estudio, tomando en cuenta los criterios siguientes: frecuencia reportada
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por el HAP-MAP para caucasicos mayor a 5%, que no estuvieran en desequilibrio
de ligamiento entre si, y con un valor de significancia alto (> 1x10?%) para la
asociacion con los niveles plasmaticos de C- HDL. Las variantes seleccionadas
fueron: rs3764261, rs1800588, rs328, rs7241918 y rs964184 ubicados en los
genes CETP, LIPC, LPL, LIPG y APOA5 respectivamente. En la tabla 2 se

muestran los SNPs seleccionados asi como algunas de sus caracteristicas.

Tabla 2. Polimorfismos seleccionados.

GEN SNP P LOCALIZACION FRECUENCIA MEX CAMBIO
(HAPMAP)
CETP rs3764261 7x10™" Promotor 0.319 CIA
LIPC rs1800588 2x10™* Promotor 0.54 CIT
LPL rs328 9x10% Exén 9 0.07 C/G
LIPG rs7241918 3x10™" Intergénico No reportado TIG
APOA5 rs964184  1x10™ 3 UTR 0.276 CIG

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, LIPC: lipasa hepatica, LPL: lipasa
lipoproteica, LIPG: lipasa endotelial, APOA5: apolipoproteina AV, MEX: México-americanos,
HAPMAP: mapa de haplotipos, Proyecto Internacional.

Determinacion de parametros bioquimicos

Se realizé la determinacion de los perfiles bioquimicos para cada uno de los
individuos incluidos en el analisis. Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
y colesterol total se midieron a través de métodos enzimaticos (Boehringer-
Mannheim). Por otra parte los niveles de C-HDL se determinaron utilizando acido
fosfotungstico y Mg®*. La concentraciéon de C-LDL se calculé mediante la ecuacién
de Friedewald. Se definié hipoalfalipoproteinemia como concentraciones menores
a 40 mg/dL para los tres grupos de acuerdo con los criterios establecidos por el
Panel de Expertos para la Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de Colesterol
Sanguineo Alto en Adultos (ATPIIl, 2004), en el caso de adultos mestizos e
indigenas, asi como en el Panel de Expertos en Instrucciones para la Salud
Cardiovascular y Reduccion del Riesgo en Nifos y Adolescentes (Expert Panel of
Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children

and Adolescents, 2011) para la poblacion infantil. Las mediciones se realizaron
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en el Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de Ciencias Médica y
Nutricion “Salvador Zubiran” y en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio

Chavez” con métodos estandarizados.

Medicion de subfracciones de C- HDL en poblacién infantil

Se realiz6 la determinaciéon de subfracciones de C-HDL en 135 individuos
pertenecientes al grupo de poblacion infantil descrito en el punto 3a y se realizé de
la manera siguiente: por medio de ultracentrifugacion se obtuvo la fraccién
plasmatica correspondiente al C-HDL. A continuacion se realizé una electroforesis

en gradiente 4-30% de gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes.

La cuantificacion de proteina total se hizo mediante una modificacion del método
de Lowry y la tincion se llevé a cabo con azul de Coomasie R-250. Posteriormente
se determind el diametro promedio por densitometria utilizando un equipo GS-670
Bio-Rad después de lo cual los datos se procesaron con el software de analisis
molecular (Bio-Rad Labs, CA). La distancia de migracion de cada gel se calculo a
través del uso de una curva estandar de proteinas de alto peso molecular con la
funcién de distancia de migracion relativa: tiroglobulina 17.0 nm, ferritina 12.2 nm,
catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.1 nm y albumina 7.1 nm (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckimghamshire, UK). La proporcion relativa de cada

fraccion del C-HDL se determind como se presenta a continuacion en la tabla 3.
Tabla 3. Tamario de las Subfracciones de C-HDL.
SUBFRACCION TAMANO

C-HDL (nm)
C-HDL2b 9.71-12.93
C-HDL2a 8.77-9.71
C-HDL3a 8.17-8.77
C-HDL3b 7.76-8.17
C-HDL3c 7.21-7.76

El tamafo de la particula se calculé mediante el promedio del tamafo de cada

subfraccion en nm multiplicado por el area relativa del escaneo densitométrico. El
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resultado se expresa como un porcentaje de area bajo la curva tomando en cuenta

el total de las particulas de C-HDL.

Extraccion de DNA genémico

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de la fraccidon leucocitaria extraida de
sangre total utilizando el kit QIAmp 96 Blood Kit (Quiagen, Dueseldorf, Alemania),
de acuerdo con lo especificado por el fabricante. Posteriormente se cuantifico el
DNA utilizando un equipo NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 y se prepararon
diluciones a una concentracion de 10 ng/uL para realizar posteriormente la

genotipificacion de las muestras.

Genotipificacion de las variantes seleccionadas

La genotipificaciéon de las variantes seleccionadas se realizé en un equipo para
PCR en tiempo real Roche LC480 (Roche, Rokreuz, Suiza). Se utilizaron para tal
fin ensayos tipo TagMan (Applied Biosystems, USA) con los siguientes numeros
de identificacion: C__ 27513218 10 CETP rs3764261, C___ 901792 _1_ LPL
rs328, C__ 8757333 30 LIPC rs1800588, C__30011938 10 LIPG rs7241918 y

C__ 8907629 10 APOADS5. Posteriormente, como control de calidad, se realizé la

genotipificacion de 40 muestras duplicadas, no identificandose genotipos

discordantes.

Genotipificacion de 40 marcadores de ancestria: primer grupo de adultos
mestizos.

El analisis de mezcla étnica se realiz6 en 1293 adultos. Se realizé la
genotipificacion de 40 marcadores informativos de ancestria, los cuales se enlistan
a continuacion: rs174570, rs260690, rs260698, rs356652, rs717225, rs734241,
rs871122, rs973787, rs1197062,rs1243370, rs1544450, rs1559163, rs1834619,
rs1849384, rs2042314, rs2052386, rs2176046, rs2426552, rs2585897, rs2719921,
rs3754675, rs3870336, rs4145160, rs4701693, rs4702241, rs4769128, rs6119879,
rs6464749, rs7018273, rs7134749, rs7919248, rs10037656, rs10510511,
rs10935320, rs11725412, rs12104228, rs12347078, rs12662498, rs17086231,
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rs17130385. Se tomd en cuenta que la diferencia promedio entre las frecuencias
de las poblaciones parentales (europeo, americana y africana) fuera mayor a 0.5.
(Mao, Bigham et al. 2007, Kosoy, Nassir et al. 2009, Galanter, Fernandez-Lopez et
al. 2012, Nievergelt, Maihofer et al. 2013).

Analisis estadistico

La comparacion entre las medias estratificando por género para cada uno de los
grupos de poblacidn mexicana incluidos se realizd mediante la prueba t de
Student. El analisis para el porcentaje de individuos con hipoalfalipoproteinemia se

realizé6 mediante la pueba de chi Cuadrada.

Para el analisis de asociacion, el de suma de alelos y el de efecto de ancestria
se utilizd el analisis de regresion lineal multiple ajustada por las variables
pertinentes en cada caso (edad, género, IMC o percentil de IMC). Se probd para
cada polimorfismo qué modelo genético arrojaba un mejor resultado siendo el

modelo aditivo el utilizado en todos los casos.

En el caso del analisis de asociacion del genotipo con la hipoalfalipoproteinemia,
se utilizd regresion logistica multiple, nuevamente ajustada por las variables

pertinentes en cada modelo.

El analisis para las subfracciones de C-HDL se realizd6 mediante comparacion de
medias a través de una prueba de ANOVA seguida de una post hoc de Bonferroni.
Con el fin de determinar la suma de efectos, se realiz6 una prueba basada en el
ajuste con la distribucidon t, mientras que la suma de razones de momios fue
llevada a cabo mediante una prueba de Cochcran-Mantel-Haenszel.

La variables que no seguian una distribucion normal (curtosis >3) fueron
transformadas mediante el calculo del logaritmo base diez, este fue el caso de los

triglicéridos.
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Todo lo anterior se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows (IBM, Chicago, IL, USA). Se consider6 una P<0.05 como

estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

Asociacion de las variantes seleccionadas con los niveles de C-HDL

La tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para el analisis de asociacion de
las variantes genéticas con los nivels de C-HDL para los tres grupos de poblacién
mexicana: nifos mestizos, ambos grupos de adultos mestizos y adultos indigenas.
Cuatro de los cinco polimorfismos analizados se asociaron de manera
estadisticamente significativa con los niveles de C- HDL en al menos uno de los
tres grupos de estudio, siendo el polimorfismo cercano LIPG el unico que no fue
asociado en ninguno de los tres grupos. Cabe mencionar que los alelos de riesgo
son los mismos observados para otras poblaciones; sin embargo, los efectos
sobre los niveles de C-HDL varian en magnitud para cada uno de los

polimorfismos en los tres grupos de estudio.

El SNP ubicado en el promotor del gen CETP rs3764261, fue asociado de manera
significativa a los niveles de C-HDL en los cuatro grupos: nifios mestizos, los dos
grupos de adultos mestizos y adultos indigenas (P=7.12E-9, 2.23E-6, 3.25E-5 y
5.30E-5 respectivamente). De esta manera, el alelo A (el menos frecuente, ver
anexos) fue asociado a niveles mayores de esta lipoproteina y presenté un efecto
mayor en el grupo de adultos indigenas a pesar de que el numero de individuos es
el mas pequeno de todos los grupos estudiados(f=2.74, 2.11, 2.25, 3.73 en nifios
mestizos, primer y segundo grupo de adultos mestizos y adultos indigenas,

respectivamente).

El polimorfismo localizado en el promotor del gen L/IPC rs1800588, se asoci6é con
los niveles de C-HDL en tres grupos: ninos mestizos, el primer grupo de adultos
mestizos y los adultos indigenas (P=4.89E-3, 7.80E-3, 0. 012 respectivamente). El
efecto mayor fue observado nuevamente en este ultimo grupo, en todos los casos
el alelo T (el de mayor frecuencia en los grupos de poblacidon mexicana

analizados) mostré incrementar los niveles plasmaticos de C-HDL ($=1.36, 1.10,
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2.54 para el grupo de niflos mestizos, primer grupo de adultos mestizos y adultos
indigenas) .

La variante funcional ubicada en el exén 9 del gen LPL rs328, se asocio
significativamente a los niveles de C-HDL vy triglicéridos unicamente en el grupo de
nifios mestizos (P=9.1E-4). En este caso el alelo G (muy poco comun en nifios y
adultos mestizos asi como en adultos indigenas) se asocia a niveles mas altos de
C-HDL (B=3.59).

El polimorfismo situado en la regién 3'UTR del gen APOAS rs964184 el alelo G
(alelo menor para los dos grupos de mestizos) se asocié de manera significativa a
niveles plasmaticos mas bajos de C-HDL en niflos mestizos, el segundo grupo de
adultos mestizos y adultos indigenas (P=9.50E-4, 3.31E-5 y 1E-3) . Para el caso
de la asociacién con C-HDL mayor efecto de este polimorfismo se observa en los
adultos indigenas (B=-1.54, -2.32, -3.01 para los nifios mestizos, el Segundo grupo
de adultos mestizos y los adultos indigenas). Sin embargo el primer grupo de
adultos mestizos no mostrd asociacion significativa.

Con el fin de estimar el efecto global de cada una de las variantes, se realizd un
meta analisis para estimar la suma de los efectos tomando en cuenta cada uno de
los grupos de poblacibn mexicana incluidos en el estudio de manera
independiente debido a las diferencias entre cada uno de ellos que incluyen:
tamafno de muestra, edad, fecha de toma de muestra y origen étnico. Estos
resultados se muestran en la tabla 9 y presentan de manera clara que
independientemente de la edad y el grupo étnico las asociaciones observadas en
cada uno de los grupos se mantienen en la misma direccion y toman mayor
importancia al aumentar el tamano de muestra tal como era esperado (P=1.24E-
20, 2.16E-6, 8.14E-5, 5.28E-9 para el polimorfismo CETP rs3664261, LIPC
rs1800588, LPL rs328 y APOA5S rs964184, respectivamente.
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Tabla 4. Resultados del analisis de asociacion para C-HDL

SNP
Grupo
de
p‘?gl'f" CETP (rs3764261)  LIPC (rs1800588) LPL (rs328) LIPG (rs7241918)  APOAS5 (rs964184)
mexic
ana
Effe Effe Effe Eftect Effe
ot P R? ot P R? ot P R? (SE) P R? ot P R?
(SE) (SE) (SE) (SE)
Ninos )
mestiz %672 712 04 2(')32 489 0.0 :(5%53 91E 01 027 08 00 154 950 0.1
mot20 1oy B9 28 G E3 99 N 4 08 (1.127) 12 6 (é):)l E4 10
0)
Adulto
S
mestiz
os
Primer -
Grupo %(')11 223 02 2(')12 7.80 0.2 2(')45 043 02 032 07 02 053 023 02
=128 @4 Eg5 43 ©4 E5 o5 O 3 03 (1.066) 62 00 (04 3 00
43) 14) 77)
9) 40)
Segun )
Gfuopo ?623 325 0.2 (()(")957 007 02 ?ﬁ 005 02 -131 03 02 232 331 02
s o Es s G 023 G4 49 (u3en) 38 13 (g?.? E-5 43
)
Ambos -
Grupos %613? 2|':_1_° 2(')03? 1.37 2(')777 0.01 2030 07 122 428
m=227 Q8 T O B3 e (0.839) 21 03 E-4
6) 45)
Adulto
s 8.97 ;
indige ?(')793 530 0.1 %53 0. 01 7 010 00 oo 07 00 301 1E 04
s OF Es w2 () oz o7 8 3 o5 OFHY s 84 (08 3 09
(n=403 61) 02)
)
Todos
los 548 124 1.24 2.40 -
grupo (17 12 g 218 oo 814 014 08 152 528
s e 6 E6 oy E® (0.658) 30 02 E-9
(n=387 60)
5)

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, LIPC: lipasa hepatica, LPL: lipasa
lipoproteica, LIPG: lipasa endotelial, APOA5: apolipoproteina AV, C-HDL: colesterol asociado a
lipoproteina de alta densidad, TG: ftriglicéridos, EE: error estandar, R% coeficiente de
determinacion. Datos obtenidos mediante regresion lineal y ajustados por sexo, edad e indice de

masa corporal o su percentila cuando fue necesario.
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Asociacion con la hipoalfalipoproteinemia

Una vez que se observo que cuatro de los cinco polimorfismos se asocian con los
niveles de C-HDL en al menos uno de los grupos analizados, se decidié verificar si
dicha asociacién también podria encontrarse con la dislipidemia ocasionada por
los niveles de C-HDL bajos: la hipoalfalipoproteinemia. Los resultados del analisis
se presentan en la tabla 5.

El polimorfismo localizado en el promotor del gen CETP rs3764261, se asoci6 de
manera significativa a la hipoalfalipoproteinemia en los cuatro grupos de estudio:
nifos mestizos, los dos grupos de adultos mestizos y adultos indigenas (P=2.24E-
4,2.72E-4, 0.013, 5.41E-5).

Por otra parte, el SNP ubicado en el promotor del gen LIPC rs1800588, presento
asociacion limitrofe para el grupo de adultos indigenas (P=0.044) y fue asociado
de manera significativa en el primer grupo de adultos mestizos (P=0.015) mientras
que para los niflos y el segundo grupo de adultos mestizos no se observé este
comportamiento.

En el caso de la variante situada en el exdn nueve del gen LPL rs328, unicamente
muestra asociacion significativa con la hipoalfalipoproteinemia en el grupo de
nifos mestizos y el primer grupo de adultos mestizos (P=0.010 y 0.039
respectivamente.

Si bien el polimorfismo intergénico cercano al gen LIPG rs7241918 no fue
asociado a los niveles de C-HDL en ningun grupo de poblacion mexicana
analizado, al realizar el analisis para el fenotipo de hipoalfalipoproteinemia, éste se
asocia de manera significativa con la dislipidemia unicamente en el segundo grupo
de adultos mestizos (P=0.017).

Por ultimo, el SNP rs964184 ubicado en la region 3’'UTR del gen APOAS se asocio
significativamente a la hipoalfalipoproteinemia en el grupo de los ninos mestizos
asi como en el segundo grupo de adultos mestizos analizados (P=0.020 y 0.012).
El primer grupo de adultos mestizos no present6 asociacion con la dislipidemia, lo
cual podria corresponder a que tampoco se observa asociacion del polimorfismo
con los niveles de C-HDL en este grupo, como se menciondé anteriormente. En el

caso de los adultos indigenas, la asociacion con la hipoalfalipoproteinemia fue
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limitrofe, a pesar de que el alelo G presenta una alta frecuencia en este grupo de
poblacion mexicana.

Al igual que en el caso del analisis de asociacion con los niveles de C-HDL, se
calcularon las razones de momios comunes tomando en cuenta a cada grupo de
poblacién mexicana incluido de manera independiente. Unicamente el
polimorfismo rs3764261 ubicado en el gen CETP y el polimorfismo rs328 del gen
LPL mostraron estar asociados de manera significativa con la
hipoalfalipoproteinemia al tomar en cuenta la totalidad de los individuos de

poblacién mexicana (P=0.005 y 0.05).
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Tabla 5. Asociacion de los polimorfismos seleccionados con la hipoalfalipoproteinemia

Lo . . Adultos Todos los
Nifos mestizos Adultos mestizos indigenas grupos
Primer grupo
Segundo grupo

Razén Razén Razén Razén de

de Razén de de de momios
Gen SNP momio P momios P momio P momio P . P

comun

s (IC) s s (IC)

(IC) (IC) (IC)

0.67 0.64 0.75 0.50 138 0.00
CETP r33716426 (0.552- Z'if'E (0.512- 2'?42'5 (0.598- 0'391 (0.361- 5'?51'5 (1.117- 5

0.833) 0.818) 0.941) 0.703) 1.711)

1.10 1.29 1.10 1.41 0.87 NS
LIPC r318§°58 (0.899- 0353  (1.052- 0015 (0.883- 0'140 (1.010-  0.044  (1.010-

1.345) 1.592) 1.366) 1.961) 0.749)

0.49 0.53 072, 0969 1777 005
LPL  rs328  (0283- 0010  (0293- 0039 (0427- °/' (0153 0973 (1040

0.843) 0.968) 1.197) 6.514) 3.017)

0.79 1.87 1.31 107( NS
LIPG r3723191 (0.489-  0.788 %?19(5%8)1 0685 (1.117- 0';” (0.498- 0585  0.671-

1.270) : 3.139) 3.436) 1.704)

1.26 1.34 1.31 087(1.06 NS
AP5°A rs964184  (1.037-  0.020 15?12(2%%1 0.867  (1.068- 0'31 (0.983- 0064  9-0.703)

1.523 1.685) 1.839)

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, L/IPC: lipasa hepatica, LPL: lipasa
lipoproteica, LIPG: lipasa endotelial, APOAS5: apolipoproteina AV, IC: intervalo de confianza. Datos
obtenidos mediante regresién logistica multiple. Razén de momios comun calculada mediante la

prueba Cochcran-Mantel-Haenszel. Hipoalfalipoproteinemia definida como C-HDL<40 mg/dL
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Asociacion con los niveles de subfracciones de C-HDL

El alelo A del polimorfismo rs3764261 del gen CETP, se asocio significativamente
a una disminucién en la subfraccién C-HDL3c (P=0.029). Como se menciond en la
seccion de la metodologia, las subfracciones de C-HDL son reportadas como un
porcentaje del C-HDL total, por lo que a la disminucién de la subfraccion antes
mencionada corresponde un aumento con significancia limitrofe en la fraccién

HDL2b, la de mayor tamano (ver anexos).

La variante 1800588 localizada en el gen LIPC no fue asociada de manera
significativa a la modulacion de alguna subfraccion de C-HDL. Este también es el
caso de las variantes rs328 y rs7241918, localizadas en los genes LPL y LIPG

respectivamente.

Por ultimo el alelo G de la variante rs964184 situada en el gen APOAS5, se asocio
significativamente al aumento en la fraccion C- HDL3b, la cual es compensada

por una disminucion en la fraccion C-HDL2a, la cual no llega a ser significativa.

Efecto combinado de los 4 alelos de riesgo

Como se menciondé anteriormente, cuatro de los cinco polimorfismos
seleccionados se asociaron a los niveles ya sea de C-HDL, o de esta lipoproteina
y triglicéridos. Si bien, al realizar el analisis de asociacién a estos parametros
pudimos obtener la contribucidn individual de estas variantes a la modulacion de
los mismos, es de gran interés calcular la contribuciéon conjunta de los cuatro
polimorfismos con asociacién significativa. Para ello se realizé un analisis para
evaluar el efecto de la suma de alelos que disminuyen las concentraciones de C-
HDL (que en este caso no siempre son los menos frecuentes). Los resultados se
muestran en la tabla 6. En ella podemos observar, que la magnitud del efecto de
los cuatro alelos asociados sumados sobre los niveles de C-HDL es mayor en
adultos indigenas, seguido por los niflos mestizos y por ultimo los adultos

mestizos.
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Tabla 6. Analisis para la suma de alelos que disminuyen el C-HDL

Ninos mestizos Adultos mestizos Adultos indigenas
Efecto 2 Efecto 2 Efecto 2
(EE) P R (EE) P R (EE) P R

-1.81(0.270) 3.66E-11  0.135 -1.66(0.303) 6.07E-8 0.262 -3.21(0.564) 6.19E-8 0.187

EE: error estandar. R®. Coeficiente de determinacién. Datos obtenidos mediante regresion lineal

multiple.

Por otra parte, al analizar los coeficientes de determinacion obtenidos mediante el
analisis de regresion lineal, podemos ver que la variacién genética explicada por el
modelo representa desde un 13.5% en nifios mestizos con menor tiempo de
exposicion al ambiente hasta un 26.2% en los adultos mestizos.

La figura 2, mostrada a continuacién muestra que, el comportamiento, es decir la
disminucién de las concentraciones plasmaticas de C-HDL es inversamente
proporcional de la dosis alélica, lo anterior se observa en los tres grupos

analizados: nifios mestizos, adultos mestizos y adultos indigenas.

Suma de Alelos

o
: II
10«

1y2 3y4 5y6 7y8

Numerode Alelos

HOL (mgldL)

Figura 2. Suma de alelos que disminuyen el C-HDL. Se muestra la disminucién de las
concentraciones plasmaticas de C-HDL al incrementarse el numero de alelos que disminuyen a

esta lipoproteina.
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Asociacion de las variantes seleccionadas con otros lipidos sanguineos

En la tabla 7 sep presentan los resultados del polimorfismo rs328 del gen LPL y
rs964184 localizado en la region 3'UTR del gen APOAS5. En ella podemos
observar que la variante del gen LPL esta asociada significativamente con niveles
mas bajos de triglicéridos en los nifios mestizos y el primer grupo de adultos
mestizos (P=2.45E-4, 9.63E-4 y 3=-0.08 y -0.09 respectivamente).

Al igual que para el analisis de asociacion con los niveles de C-HDL se realizé un
meta analisis tomando en cuenta cada grupo poblacional por separado. Como
resultado de este analisis observamos que aunque el segundo grupo de adultos
mestizos y el de adultos indigenas no se asocio, al incluir a todos los individuos el
valor de significancia disminuye como era esperado (P=2.66E-14).

Para el caso del polimorfismo del gen APOAS5, se observa asociacion significativa
con los niveles de triglicéridos en todos los grupos de poblacion mexicana
estudiados exceptuando al de adultos indigenas, lo cual llama la atencion debido a
que el alelo G presenta una alta frecuencia y éste fue asociado con los niveles de
C-HDL (P=7.51 E-10, 4.02E-11, 1.76E-7 y 0.336).

Al realizar el analisis de la suma de efectos tomando en cuenta cada uno de los
grupos, de manera interesante, vemos que la asociacidén de esta variante con los
niveles de triglicéridos es la que presenta el mejor valor de significancia en todo el
estudio lo que sugiere la gran relevancia de este polimorfismo en la modulacion

principalmente de los niveles de triglicéridos (P=2.54E-29).
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Tabla 7. Anélisis de asociacion de las variantes estudiadas con los niveles de triglicéridos.

Grupo de Poblaciéon

LPL (rs328)

APOAS5 (rs964184)

Mexicana
Efecto 2 Efecto 2
SE) P R SE) P R
N'“?;';";;;;“S 0.08 (0.021)  2.45E-4 0170 0.056 (0.009) 7.51E-10 0.180
Adultos Mestizos
P“(r:]‘f;;g’)po 0.07 (0.020) 9.63E-4 0.250 0.058 (0.008) 4.02E-11  0.269
Seg;‘:fgsg‘)r“m .0.04(0023) 0134 0163 006(0.011) 1.76E-7 0.183
Ambos Grupos
(2276) -0.06 (0.015)  1.59E-4 0.059 (0.006)  2.47E-19
Ad“"z’::';‘:;?e“as .0.002 (0.089) 0985 0089 -001(0.015 0336  0.102
Total
(n=3875) -0.064 (0.012) 2.66E-14 0.050 (0.005)  2.54E-29

LPL: lipasa lipoproteica, APOAS: apolipoproteina AV, EE: error estandar, P: significancia,

R?coeficiente de determinacion. Triglicéridos normalizados mediante aplicacion de log.

Efecto de la ancestria en la asociacion con los niveles de lipidos sanguineos
Debido a que la poblacion mexicana es en su mayoria producto del mestizaje
entre indigenas y europeos, se realizd un analisis para descartar a la mezcla
étnica como una variable confusora en los analisis de asociacion anteriormente
mostrados. En la tabla 8 se presentan los resultados de la asociacién de las
variantes estudiadas antes y después del ajuste por ancestria, el cual fue llevado a
cabo a partir de la informacién proporcionada por 40 marcadores informativos. En
ella se observa que con excepcion del polimorfismo rs1800588 ubicado en el gen
LIPC, que después del ajuste por mezcla étnica mejora su significancia de
asociacion en un orden de magnitud (P=7.80E-3, 3.1E-4 antes y después de la
correccion), el resto de las variantes no se modificaron de manera significativa en
cuanto a su asociacion con los niveles tanto de C-HDL como de triglicéridos
después del ajuste por esta variable, sugiriendo que la mezcla étnica no es un

confusor importante en la poblacion de estudio.
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Tabla 8. Efecto de la mezcla etnica en el analisis de asociacion

Alelo Efecto
Gen SNP e P P* R?
analizado g (EE)
CETP  rs3764261 A HDL 2.16(0.442) 223E-6  1.14E-6  0.211
LIPC  rs1800588 T - 1.58 (0.437)  7.80E-3 31E-4  0.205
HDL 1.17 (0.983) 0.133 0.232 0.201
LPL rs328 G
. -0.06 (0.020) 0.001 0.002 0.250
LIPG  rs7241918 G HDL -0.01 (1.073) 0.762 0.992 0.198
- -0.39 (0.441) 0.232 0.365 0.197
APOA5  rs964184 G
HDL 0.06 (0.009) 4.02E-11  1.91E-11  0.269

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, LIPC: lipasa hepatica, LPL: lipasa

lipoproteica, LIPG: lipasa endotelial, APOAS5: apolipoproteina AV, SNP: polimorfismo de un solo

nucleodtido, EE: error estandar, P: significancia antes del ajuste por ancestria, P*: significancia

después del ajuste por mezcla étnica, R?: coeficiente de determinacion.
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DISCUSION

Parametros bioquimicos

Estudios previos muestran una prevalencia alta de hipoalfalipoproteinemia en
poblacion infantil mexicana (alrededor de 15%, siendo mayor en las nifias que en
los ninos) (Flores-Dorantes, Arellano-Campos et al. 2010, Santesso, Akl et al.
2012). Esta tendencia con respecto al género se invierte a partir de la pubertad,
cuando factores hormonales ejercen su efecto incrementando los niveles de C-
HDL en las mujeres. Los adultos indigenas presentaron una frecuencia de
hipoalfalipoproteinemia mayor a los adultos mestizos (46.8% vs 30.01). Este valor
es similar al reportado por ((Rodriguez-Moran, Guerrero-Romero et al. 2008) en
poblacion indigena del Estado de Durango. En otro estudio realizado con
indigenas del centro de Brasil se informan medias muy similares para los niveles
de C-HDL en las mujeres a las observadas en este estudio (Agostinho Gimeno,
Rodrigues et al. 2007). De manera interesante, los niveles bajos de C-HDL en un
grupo de poblacién Cherokee han sido asociados de manera negativa con el
porcentaje de ancestria indigena (Lee, Begum et al. 2004), lo cual es consistente
con los datos obtenidos ya que los individuos mestizos, con un menor porcentaje
de esta ancestria, presentan niveles mas altos de C-HDL en comparacién con el
grupo de poblacién indigena mexicana estudiado. Otro dato a considerar en
nuestros resultados es que no se observa diferencia significativa entre las medias
de los niveles de C-HDL de hombres y mujeres en el grupo de poblacién indigena

analizado.

Contribucion de variantes genéticas a la variacion de los niveles de C-HDL
Polimorfismo rs3764261 del gen CETP

Cuatro de los cinco polimorfismos analizados se asociaron significativativamente
con los niveles de C-HDL en al menos un grupo de poblacién mexicana. De

manera notable el polimorfismo rs3764261 ubicado en el gen CETP, fue el unico
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asociado en los cuatro grupos estudiados: nifios mestizos, los dos grupos de
adultos mestizos y adultos indigenas, de lo cual no existe un estudio previo en
poblacion mexicana. En todos ellos se observa que el alelo A, que presenta una
frecuencia menor, incrementa los niveles de C-HDL, lo cual es consistente con
todos los estudios realizados para esta variante en diversas poblaciones
(Teslovich, Musunuru et al. 2010). De manera interesante, esta variante, fue
asociada también a la hipoalfalipoproteinemia en los cuatro grupos estudiados, lo
cual confirma su importante participaciéon en la modulacion de los niveles de C-
HDL.

Un estudio muy reciente realizado en individuos mexicanos mestizos, muestra que
a diferencia de los individuos europeos, la variante rs3764261 no es la
principalmente asociada con los niveles de C-HDL, ya que la variante rs1532624,
ubicada en desequilibrio de ligamiento con respecto a ella, presenta, en un grupo
de 2240 mexicanos mestizos con hipertrigliceridemia una asociacién significativa
con los niveles de C-HDL de 1.39E-24. (Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al.
2013).

Otro punto novedoso de este trabajo es el analisis de asociacion que fue llevado a
cabo para el subgrupo de nifios mestizos con subfracciones de C-HDL. De manera
interesante, el polimorfismo del gen CETP rs3764261 fue asociado a mayores
niveles de la subfraccion C-HDL2b que es compensado con una disminucion en
los niveles de C-HDL3c. Existen reportes de que la disminucién en la actividad de
CETP, lo cual se ha propuesto que podria ser el efecto final de la variante,
favorece la formacién de fracciones grandes de C-HDL, lo cual es consistente con
el resultado obtenido (Huesca-Gomez, Carreon-Torres et al. 2004, Bellanger, Julia
et al. 2012). Hasta el momento no existen estudios que asocien a este
polimorfismo con los niveles de las subfracciones de C-HDL. Sin embargo,
algunos trabajos muestran que la subfraccion C-HDL2b correlaciona mejor con la
proteccion al riesgo cardiovascular que los niveles de HDL totales (Ma,Zhao et al.
2009). Ademas, la disminucién en los niveles de C-HDL2b relacionada a la

actividad de CETP se ha asociado en diversas condiciones patolégicas como el
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higado graso no alcohdlico, asi como con una edad mas temprana de aparicion
de infarto agudo al miocardio y se ven modificados cuando el paciente sufre
proteinuria (Ma, Zhao et al. 2009, Soto-Miranda, Carreon-Torres et al. 2012).
(Zeller, Masson et al. 2007).

Polimorfismo rs1800588 del gen LIPC

La asociacion del alelo T del polimorfismo rs1800588 con niveles mayores de C-
HDL en distintos grupos de poblacion mexicana es consistente con reportes de
asociacion de esta variante en otras poblaciones infantiles y de adultos de
diferentes poblaciones de origen europeo (Guerra, Wang et al. 1997, Jansen,
Verhoeven et al. 1997, Murtomaki, Tahvanainen et al. 1997, Chen, Srinivasan et
al. 2003). Es importante sefialar que solo existe un estudio previo realizado con
tres diferentes poblaciones nativas canadienses, en el cual no se encontro
asociacion del polimorfismo LIPC rs1800588 con los niveles de C-HDL (Hegele,
Harris et al. 1999). Sin embargo, a diferencia de lo observado en las poblaciones
de origen europeo, el alelo T presentd una frecuencia de hasta 70% en las
poblaciones mexicanas. Este comportamiento en la frecuencia puede deberse
tanto a diferencias étnicas en los patrones de desequilibrio de ligamiento (Hamblin,
Buckler et al. 2011).

Al realizar el anadlisis de asociacion para las subfracciones, este polimorfismo no
mostré diferencias significativas en ninguna de ellas, lo cual podria indicar que el
polimorfismo no induce cambios de manera particular sobre alguna subfraccion en
nuestra poblaciéon o bien, que debe ser analizado con un mayor tamafo de
muestra ya que con el utilizado no es posible detectar el efecto de la variante. En
algunos informes previos se observa que el polimorfismo LIPC rs1800588 esta
asociado significativamente con un incremento en la fraccion HDL2c sobre todo en
mujeres y se sugiere que podria estar involucrado en la distribucidén del tamarfo de
particulas de HDL (Couture, Otvos et al. 2000).
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Polimorfismo rs328 del gen LPL

El polimorfismo rs328, se asocié a los niveles de C-HDL en el grupo de nifios
mestizos y de manera limitrofe en el segundo grupo de adultos mestizos. Sin
embargo, en los cuatro grupos analizados podemos observar niveles mayores de
esta lipoproteina en los portadores del alelo G, producto de la ganancia de funcién
provocada por la variante, tal como ha sido ampliamente descrito en la literatura

en estudios realizados para diversas poblaciones (Gagne, Larson et al. 1999).

De manera importante, este polimorfismo también se asocié a los niveles de
triglicéridos lo cual nuevamente es consistente con los estudios realizados
principalmente en poblaciones de origen europeo y asiatico (Fisher, Humphries et
al. 1997, Corella, Guillen et al. 2002, Nierman, Rip et al. 2005, Sagoo, Tatt et al.
2008, Qi, Liu et al. 2011), esta vez en los nifios mestizos y el primer grupo de
adultos mestizos. En estos mismos grupos, se encontré6 asociacion con la

hipoalfalipoproteinemia (Groenemeijer, Hallman et al. 1997).

La frecuencia alélica del alelo G de la variante rs328 para la poblacién mexicana
fue significativamente menor que en poblacion de origen europeo segun lo
reportado por el HAPMAP. Dada la importancia del gen LPL dentro del
metabolismo tanto del C-HDL como de los ftriglicéridos, es probable que otras
variantes en el gen tengan mas influencia en su modulacién en nuestra poblacion,

aunque hasta el momento no se han realizado estudios al respecto.

Cuando se realiz6 el analisis para las subfracciones de C-HDL para este
polimorfismo, no observamos cambios significativos en ninguna de ellas de
manera puntual. Sin embargo, debido a la baja frecuencia del alelo G, y al tamafo
de muestra utilizado, es probable que el efecto de éste no haya podido observarse
de manera adecuada. Debido a que no existe ningun reporte previo al respecto,
estudios con un mayor tamafo de muestra podrian indicar con mayor certeza si

efectivamente la variante tiene o no un papel en la modulacion de alguna de ellas.
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Polimorfismo rs7241918 del gen LIPG

Este polimorfismo fue el Unico que no mostré asociacion con ningun lipido
sanguineo en los grupos de poblacion analizada incluidos en el estudio. Lo
anterior representa una diferencia notable con la poblacién europea debido a que
en ésta, la variante rs7241918 se encuentra reportada como la principal localizada
en el gen LIPG para este rasgo. Parte de esta discrepancia puede explicarse
debido a que el alelo G, que fue reportado como asociado a menores niveles de
C-HDL, es muy poco frecuente tanto en mestizos como en indigenas a diferencia
de la alta frecuencia que presenta en caucasicos (Teslovich, Musunuru et al.
2010). Cabe senalar que el reciente descubrimiento del gen LIPG implica poca
informacion disponible la mayoria de la cual proviene de estudios realizados en

modelos in vitro o murinos (Paradis and Lamarche 2006).

El analisis de las subfracciones de C-HDL no arrojé ningun resultado significativo,
lo cual era esperado debido a que no se encontrd asociacion con la poblacién total
de C-HDL.

Polimorfismo rs964184 del gen APOAS5

El polimorfismo rs964184 localizado en el gen APOAS5 fue asociado con los niveles
C-HDL en tres de los cuatro grupos de poblacion mexicana analizados de manera
significativa: nifios mestizos, el segundo grupo de adultos mestizos y los adultos
indigenas. Respecto a este resultado, el polimorfismo ha sido asociado
principalmente con los niveles de triglicéridos y de manera menos significativa con
los niveles de C-HDL en poblacion de oriigen europeo. Nuevamente observamos
discrepancias entre los resultados del analisis de asociacion de ambos grupos de
adultos mestizos. En el caso de esta variante, la edad no es un factor a tomar en
cuenta debido a que los nifios mestizos, con un tiempo de exposicion a los
factores ambientales aun menor que el de este primer grupo. Sin embargo,
debemos recordar que en el mayor numero de casos los resultados de las réplicas

en los estudios de asociacién no son idénticos y que podrian existir otras variables

58



relacionadas a ello (1999, Lohmueller, Pearce et al. 2003). Los resultados
anteriormente mencionados corresponden con los grupos en los que se observa
asociacion con la hipoalafalipoproteinemia lo cual sélo fue observado
anteriormente para el polimorfismo del gen CETP y para lo cual no hay un reporte

previo.

Ademas, la variante rs964184 también fue asociada significativamente con los
niveles de triglicéridos en todos los grupos de poblacion mexicana analizados con
excepcion del grupo de adultos indigenas (Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al.
2010). Es necesario destacar que la asociacion a este rasgo, es la mas
significativa en todo el estudio, ello es consistente con lo mostrado por un estudio
reciente en el que se reporta a esta variante como una de las principalmente
involucradas en la modulacion de los niveles de triglicéridos y la principal ubicada
en el gen APOA5 en poblacion mexicana mestiza. Ademas, lo anterior también
corresponde al mecanismo funcional propuesto en el que la variante ocasiona una
disminucién en los niveles de APOAV circulantes (Weissglas-Volkov, Aguilar-
Salinas et al. 2013).

Es de llamar la atencion que la frecuencia del alelo G es significativamente mayor
en los adultos indigenas, en comparacién con los grupos de poblacién mestiza
infantil y adulta. (0.516 vs 0.377). Otra diferencia importante entre el grupo de los
adultos indigenas y los de mexicanos mestizos es que en los primeros, el alelo G
fue asociado unicamente con los niveles de C-HDL, mientras que en los segundos
se observd asociacion tanto con los niveles de C-HDL como, de manera mas
significativa con los ftriglicéridos, tal como era esperado. Un estudio sobre la
estructura de los haplotipos en poblaciones amerindias podria brindar informacion
para conocer si existen otras variantes dentro de estos genes que ejercen mayor
influencia en la modulacion de los lipidos sanguineos (Cantor and Wilcox 2011) (Li
and Leal 2008).

También observamos un efecto significativo sobre la subfraciones C-HDL2a y C-
HDL2b, pero se requiere mayor informacion a nivel funcional para justificar dicho

resultado ya que no habia sido reportado con anterioridad ya que el papel de
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APOAV en el metabolismo de las particulas de C-HDL audn no es claro. Sin
embargo, la dismunucién observada en los niveles de las dos subfracciones antes
mencionadas se han asociado con resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 en

poblacién infantil mexicana (Perez-Mendez, Torres-Tamayo et al. 2007).
Resultados globales

A partir los datos obtenidos con el analisis de suma de efectos podemos observar
que cuatro de los cinco polimorfismos estan asociados a los niveles de C-HDL
tomando en cuenta la totalidad de los individuos incluidos en el estudio.
Unicamente el polimorfismo rs7241918 ubicado del gen LIPG carece de
asociacion significativa, lo cual es consistente con los resultados individuales. Por
otra parte, dos de ellos, el polimorfismo rs328 del gen LPL y el rs964184 del gen
APOAS mostraron asociacioén significativa con los niveles de triglicéridos en éste

mismo analisis.

Es necesario resaltar que, la mezcla étnica no tuvo influencia alguna en la
asociacion de este polimorfismo con los niveles de C-HDL o los de triglicéridos,
por lo que podemos descartar el fendmeno de estratificacion poblacional y por lo

tanto los falsos positivos (Jiang, Epstein et al. 2013).

Ademas, la suma de alelos revela que, al tomar en cuenta a los cuatro
polimorfismos que si mostraron asociacion significativa en los grupos de poblacién
mexicana, podemos explicar, desde un 13% en el grupo de los nifos mestizos
hasta un 26% en los adultos mestizos, de la varianza genética de los niveles de C-
HDL, esto ultimo es atipico en los estudios genéticos de rasgos complejos
tomando en cuenta que en total las variantes comunes son capaces de explicar un
61.8 % de dicha varianza en los niveles de C-HDL (Cohorts for, Aging Research in
Genetic Epidemiology et al. 2013). Lo anterior confirma la importancia de estas
variantes en la modulaciéon de ésta lipoproteina no soélo en las poblaciones
europeas, en los cuales se han realizado la mayor parte de los estudios, sino
también en poblaciones mestizas como la nuestra y mas importante aun en

poblaciones indigenas, dénde existe escaza informacion al respecto.
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En estudios anteriores se ha sugerido que el componente amerindio podria ser
clave en la comprensién de los niveles bajos de C-HDL que prevalecen en la
poblacién de nuestro pais (Flores-Dorantes, Arellano-Campos et al. 2010,
Weissglas-Volkov, Aguilar-Salinas et al. 2010). Sin embargo, los polimorfismos
analizados en el presente estudio no presenta diferencias concluyentes sobre la
magnitud de los efectos ejercidos por cada uno de ellos entre los grupos mestizos
y los indigenas. Es posible que existan polimorfismos aun no descritos y propios
de las poblaciones nativas que contribuyan a demostrar esta hipétesis. Sin
embargo, debemos tomar en cuenta que se trata de un rasgo complejo, y que la
influencia de los factores ambientales interactuando con los genéticos es
fundamental, aunque este tipo de interacciones todavia son dificiles de establecer

(Aguilar-Salinas, Canizales-Quinteros et al. 2009).

Por otra parte, en cuanto a los niveles particularmente bajos de C-HDL en las
poblaciones de América Latina, algunos trabajos proponen que la funcionalidad
del C-HDL, medida por contenido enzimatico, proteico y lipidico adecuado asi
como su capacidad de eflujo y capacidades antioxidantes, podria ser mas
importante que los niveles mismos (Camont, Chapman et al. 2011). Sin embargo,
son necesarios estudios funcionales que puedan brindar datos concluyentes a

este respecto en nuestra poblacion.

Las estrategias genéticas nuevas intentan establecer la heredabilidad del rasgo
que no ha sido explicada por las metodologias utilizadas hasta el momento
(Manolio, Collins et al. 2009). El uso reciente de la secuenciacion masiva no ha
revelado hallazgos novedosos (Cohorts for, Aging Research in Genetic
Epidemiology et al. 2013). Asi que el siguiente paso hacia un entendimiento mas
amplio sobre la genética de los niveles de C-HDL todavia es incierto.
Recientemente, las estrategias de la epigenética y las redes bioldégicas proponen
ser las que brinden la informacion que estamos buscando (Guay, Brisson et al.
2013).
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CONCLUSIONES

Los polimorfismos rs3764261, rs1800588, rs328 y rs964184 localizados en los
genes CETP, LIPC, LPL y APOAS respectivamente, contribuyen a la modulacion
de los niveles plasmaticos de C-HDL en al menos un grupo de poblaciéon mexicana
incluido en el estudio.

Estas cuatro variantes de manera conjunta, lograron explicar en promedio un
19.3% de la variacion en las concentraciones de HDL en poblaciéon mexicana lo
que, dada la contribucion discreta de cada uno de los polimorfismos a explicar el
fenémeno, es relevante.

Ademas los genotipos de las variantes rs3764261, rs1800588, rs328, rs7241918 y
rs964184 ubicadas en los genes CETP, LIPC, LPL, LIPG y APOA5 de manera
respectiva, estan asociados a hipoalfalipoproteinemia en por lo menos uno de los
tres grupos de poblacion mexicana analizados. Si bien de manera parcial también
explican el fenotipo originado por la presencia de niveles bajos de C-HDL.
Finalmente las variantes analizadas presentes en los genes CETP y APOA5
modulan los niveles de subfracciones de C-HDL en nifios mestizos. Sin embargo,
se requieren de estudios funcionales que identifiquen los mecanismos por los que

estas variantes llevan a cabo las funciones aqui descritas.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudios funcionales que incluyan cuantificacion del mRNA, actividad y

masa de CETP para el polimorfismo rs3764261.

Analizar otros polimorfismos comunes localizados en otros genes, cuya
participacion sobre el metabolismo de lipidos sea conocida y que ademas estén
asociados con alta significancia en poblacion europea, principalmente a los niveles
de C-HDL, en los distintos grupos de poblacién mexicana, con la finalidad de

determinar si éstos podrian contribuir o no a la varianza genética del rasgo.

Realizar un analisis de haplotipos para las poblaciones indigenas mexicanas con
el propésito de identificar las posibles diferencias entre éstas y las poblaciones

mestiza y europea.
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Tabla 9. Parametros bioquimicos y antropométricos de

ANEXOS

los grupos de poblacion mexicana

estudiados.
Nifios Mestizos
Parametro Total (1200) Ninos (581) Ninas (619) P
Edad (afios) 9.40+224 9.45+2.29 9.34 £2.19 0.400
z-score IMC 0.76 £ 1.22 0.83+1.16 0.69 + 1.24 0.058
C-HDL (mg/dL) 45.91 £ 11.22 46.31£11.26 45.53 £ 11.19 0.227
C-LDL (mg/dL) 103.14 + 25.54 103.83 + 25.06 102.50 + 25.99 0.372
TG (mg/dL) 116.88 + 71.27 111.60 + 64.42 121.85+76.88 0.012
CT (mg/dL) 171.23 £ 30.75 171.63 £ 30.55 170.86 + 30.95 0.663
% HA 30.58 30.46 30.69 0.931*
Adultos Mestizos Primer Grupo
Parametro Total (1289) Hombres (509) Mujeres (780) P
Edad (afios) 29.11+12.26 28.91+ 11.95 29.24 + 12.47 0.633
IMC (kg/m’) 25.07 £ 4.53 25.78 + 4.64 24.61 £ 4.41 >0.001
C-HDL (mg/dL) 49.83 £ 12.03 44.89£9.72 53.05+ 12.35 >0.001
C-LDL (mg/dL) 111.65 + 31.54 113.44 + 31.00 110.60 + 31.83 0.134
TG (mg/dL) 136.99 + 110.51 165.52 + 145.25 118.38 + 74.53 >0.001
CT (mg/dL) 188.37 + 40.27 189.13 + 39.69 187.87 + 40.66 0.579
% HA 19.39 31.63 11.41 >0.001*
Adultos Mestizos Segundo Grupo
Parametro Total (983) Hombres (351) Mujeres (632) P
Edad (afios) 39.75+15.85 36.86 + 12.91 41.35 £ 14.11 >0.001
IMC (kg/m?) 27.25+5.13 27.05 £ 4.56 27.36 £ 5.42 0.354
C-HDL (mg/dL) 46.64 £ 12.84 40.94 £ 9.71 49.82 £ 13.27 >0.001
C-LDL (mg/dL) 124.98 + 34.69 127.53 + 35.44 123.59 + 34.22 0.101
TG (mg/dL) 179.94 + 134.11 206.42 + 152.56 165.17 + 120.25 >0.001
CT (mg/dL) 206.86 + 45.26 207.82 + 45.51 206.32 + 41.97 0.608
% HA 30.01 44.16 22.15 >0.001*
Adultos Indigenas
Parametro Total (406) Hombres (124) Mujeres (282) P
Edad (afnos) 47.93 £15.19 49.15 £ 15.54 47.40 £ 15.04 0.299
IMC (kg/m?) 26.53 £ 4.26 25.30 £ 3.76 27.05+4.35 >0.001
C-HDL (mg/dL) 42.03 £ 13.17 42.81£17.43 41.69 £ 10.80 0.511
C-LDL (mg/dL) 108.50 + 28.78 104.86 + 27.93 110.05 + 29.06 0.129
TG (mg/dL) 191.64 + 113.40 196.28 + 144.37 189.60 + 98.13 0.635
CT (mg/dL) 187.30 + 39.64 184.00 + 39.49 188.74 + 39.68 0.267
% HA 46.80 50 62 45.39 0.391*
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Los datos representan medias + desviacion estandar. IMC: indice de masa corporal, C-HDL:

colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad. C-LDL.: colesterol asociado a lipoproteinas de

baja densidad, TG: ftriglicéridos. CT: colesterol total, HA: hipoalfalipoproteinemia. Valores de P

calculados con prueba t de Student.( *): Valor de P calculado con prueba chi cuadrada.

Tabla 10. Comparacioén de frecuencias alélicas de los grupos de poblaciéon mexicana analizados y
poblaciones de referencia del HAPMAP

MAF

Gen

CETP

LIPC

LPL

LIPG

APOAS5

Cromosoma

15

8

18

11

SNP

rs3764261

rs1800588

rs328

rs7241918

rs964184

Alelo de
Referencial

Otro

A/C

T/C

G/C

G/T

G/C

Poblaciones de

Referencia
HAPMAP
CEU MEX
0.345 0.319
0.254 0.540
0.131 0.070
0.167 s/r
0.0121  0.276

Poblaciéon Mexicana

Nifios

Mestizos

0.354

0.630*

0.038*

0.037*

0.377*

Adultos

Mestizos

0.373

0.623*

0.043*

0.041*

0.364*

Adultos
Indigenas
0.364
0.755*
0.0052*
0.021*

0.516*

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, LIPC: lipasa hepatica, LPL: lipasa
lipoproteica, LIPG: lipasa endotelial, APOAS5: apolipoproteina AV, HAPMAP: mapa de haplotipos,
CEU: caucasicos, MEX: México-americanos. (*): P<0.001 con prueba chi Cuadrada entre CEU y
grupos de poblaciéon mexicana.
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Tabla 11. Subfracciones de HDL de acuerdo al genotipo del polimorfismo rs3764261 del gen

CETP.
rs3764261 CETP
cc AC AA P
(n=56) (n=61) (n=12)
Edad (afios) 13.04 +0.89 13.26+0.90 13.25+0.97 NS
IMC (kg/m?) 2444+506 2474+496 23.16 + 3.69 NS
z-score IMC 118+0.80 1.15+0.89  0.99 +0.78 NS
C-HDL(mg/dL) 42.45 + 47.25 + 48.67 + 0.050
10.04 10.44 14.39
C-HDL2a (%) 20.15+3.15 20.89+3.42 22.00 + 3.42 NS
C-HDL2b (%) 11.32+£3.03 12.52+3.16 13.70 +3.36 0.056
C-HDL3a (%) 27.79+2.04 27.88+224 27.87+2.34 NS
C-HDL3b (%) 2390250 2352+249 23.04+2.96 NS
C-HDL3c (%) 16.71+3.98 1527 +4.12 13.39+2.70 0.029

CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol, IMC: indice de masa corporal, C-HDL.:
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad fraccién 2a, C-HDL2b: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad
fraccion 2b, C-HDL3a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccién 32, C-HDL3b:
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 22, C-HDL2a: colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad fraccién 3c. Andlisis realizado con la prueba ANOVA de un factor,

NS: no significativo.
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Tabla 12. Subfracciones de HDL de acuerdo al genotipo del polimorfismo rs1800588 del gen LIPC.

rs1800588 LIPC

TT cT cc P
(n=46) (n=65) (n=20)
Edad (afios) 13.09+0.94 1318+  13.20 +0.89 NS
0.90
IMC (kg/m?) 2481+491 2441+  23.64+3.91 NS
5.17
z-score IMC 124083 1.11+0.86 1.06 +0.78 NS
HDL(mg/dL) 46.35 + 44.91 + 44.25 + NS
12.20 9.74 11.32
HDL2a (%) 20.48+3.38 2068+  21.28+3.35 NS
3.31
HDL2b (%) 12.25+346 1217+  11.83+3.04 NS
3.09
HDL3a (%) 2759+1.90 2799+  27.86+2.18 NS
2.29
HDL3b (%) 2371+257 2363+  23.37+247 NS
2.54
HDL3c (%) 1598 +4.23 1548+  15.54 + 3.82 NS
4.05

LIPC: lipasa hepatica, IMC: indice de masa corporal, C-HDL.: colesterol asociado a lipoproteinas de
alta densidad, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2a, C-
HDL2b: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2b, C-HDL3a: colesterol
asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 32, C-HDL3b: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad fraccion 22 C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad

fraccion 3c. Analisis realizado con la prueba ANOVA de un factor, NS: no significativa

Tabla 13. Subfracciones de HDL de acuerdo al genotipo del polimorfismo rs328 del gen LPL.

rs328 LPL
CcC CG P
(n=114) (n=17)

Edad (aios) 13.20 £ 0.91 12.82 £ 0.91 NS
IMC (kglmz) 24.52 + 5.03 23.85 + 3.80 NS
z-score IMC 1.15+0.85 1.15+0.76 NS
HDL(mg/dL) 4426 + 10.81 52.35+8.36 0.002
HDL2a (%) 20.59 £+ 3.38 21.48 £ 2.94 NS
HDL2b (%) 11.91 £ 3.10 13.64 + 3.48 0.068
HDL3a (%) 27.92 £ 2.05 27.26 £ 2.63 NS
HDL3b (%) 23.78 £ 2.48 23.64 £2.66 NS
HDL3c (%) 15.82+4.14 14.63 + 3.38 NS

LPL: lipasa lipoproteica, IMC: indice de masa corporal, C-HDL: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2a, C-
HDL2b: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2b, C-HDL3a: colesterol
asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 32, C-HDL3b: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad fraccion 22 C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad

fraccion 3c. Analisis realizado con prueba t de Student, NS: no significativo.
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Tabla 14. Subfracciones de HDL de acuerdo al genotipo del polimorfismo rs7241918 del gen LIPG.

rs7241918 LIPG
TT TG P

(n=113) (n=16)
Edad (afios) 13.13 + 0.91 13.38 + 0.88 NS
IMC (kg/m?) 24.41 £ 5.05 24.78 + 3.86 NS
z-score IMC 1.13 £ 0.86 1.26 + 0.69 NS
HDL(mg/dL) 45.27 £ 11.23 46.75 + 6.86 NS
HDL2a (%) 20.68 + 3.37 20.68 + 3.13 NS
HDL2b (%) 12.05 + 3.23 12.70 £ 3.70 NS
HDL3a (%) 27.81 £ 2.17 27.80 + 1.86 NS
HDL3b (%) 23.57 £ 2.55 24.00 + 2.54 NS
HDL3c (%) 15.86 + 4.09 14.82 + 3.82 NS

LIPG: lipasa endotelial, IMC: indice de masa corporal, C-HDL: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2a, C-
HDL2b: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2b, C-HDL3a: colesterol
asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccién 32, C-HDL3b: colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad fraccion 22 C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad

fraccion 3c. Analisis realizado con prueba t de Student, NS: no significativo

Tabla 15. Subfracciones de HDL de acuerdo al genotipo del polimorfismo rs9641184 del gen
APOAS.

rs964184 APOA5

cc CG GG P

(n=59) (n=49) (n=18)

Edad (afios) 13.19 + 0.97 13.08 + 0.86 13.06 +0.80 NS
IMC (kg/m?) 24.22 + 4.40 24.28 + 5.52 25.78 + 5.09 NS
z-score IMC 1.14 + 0.81 1.10 £ 0.88 1.34 £ 0.85 NS
HDL(mg/dL) 45.98 + 10.22 4567 +12.13 42.39+9.26 NS
HDL2a (%) 29.32 +3.18 20.32 + 3.56 21.38 + 3.11 0.076
HDL2b (%) 12.44 + 3.36 12.33 £3.25 10.61 +2.12 NS
HDL3a (%) 28.04 +2.14 27.52 +2.20 28.15 + 2.05 NS
HDL3b (%) 23.03 + 2.44 23.75 + 2.61 25.11 + 2.09 0.009
HDL3c (%) 15.07 + 4.16 16.07 + 4.13 16.81 + 3.74 NS

APOQOAS5: apoliporpoteina AV, IMC: indice de masa corporal, C-HDL: colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad
fraccion 2a, C-HDL2b: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 2b, C-HDL3a:
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad fraccion 32, C-HDL3b: colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad fraccion 22, C-HDL2a: colesterol asociado a lipoproteinas de alta

densidad fraccién 3c. Analisis realizado con la prueba ANOVA de un factor, NS: no significativo.
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