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1. RESUMEN

Antecedentes: La esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA) es una condicion observada
frecuentemente en los individuos con exceso de peso. Sin embargo, no todas las personas con
obesidad o sobrepeso presentan EHNA, lo que sugiere la participacion de otros factores dentro de
los cuales destacan los genéticos. La lipasa hepética (LH) es una enzima capaz de convertir
lipoproteinas de densidad intermedia en lipoproteinas de baja densidad. El gen de la LH tiene un
polimorfismo funcional en la posiciébn C-514T (o C-480T) del promotor capaz de disminuir la
transcripcion de esta enzima. Estudios previos han mostrado ademas que el alelo T se asocia con
disminucién en la actividad de la LH, aumento en las concentraciones del colesterol de la
lipoproteina de alta densidad (C-HDL) y de la apolipoproteina Al (apoAl), asi como con un mayor

contenido de grasa hepatica y menor sensibilidad a la insulina.

Objetivo: Investigar si el polimorfismo C-514T del gen de la LH confiere susceptibilidad para la
presencia de EHNA en poblacién mexicana, resistencia a la insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y calcio arterial coronario (CAC). Investigar las posibles interacciones de la variante -514T

con el contenido calérico y los macronutrimentos de la dieta.

Metodologia: Se estudiaron 1468 participantes del grupo control del estudio GEA (54+9 afios y
49% hombres). A todos los participantes se les aplicaron cuestionarios estandarizados para
obtener informacion sobre historia familiar y personal de enfermedad cardiovascular, habitos
dietéticos, actividad fisica, consumo de alcohol, uso de medicamentos y suplementos vitaminicos.
Se realizaron mediciones de variables bioquimicas y antropométricas, se calcul6 el indice de masa
corporal (IMC). Por medio de una tomografia axial computada se cuantificd la grasa abdominal
total (GAT), la grasa abdominal subcutanea, la grasa abdominal visceral (GAV), el CAC y se
identifico la presencia de higado graso, definido como el indice de atenuacion higado:bazo <1.0.
Los polimorfismos rs1800588 (-514C/T), rs1077834 y rs2070945, fueron genotipados usando

sondas Tagman. Se buscaron asociaciones de este polimorfismo con la presencia de higado
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graso y otros parametros metabdlicos utilizando modelos de regresién logistica y lineales
generalizados.

Resultados: La prevalencia de higado graso en la poblacion de estudio fue de 33%. La frecuencia
de los alelos de riesgo (RAF) de los polimorfismos rs1800588, rs1077834 y rs2070945 fue de:
T=0.57, C=0.56 y A=0.57, respectivamente. La distribucion de los genotipos del polimorfismo C-
514T fue similar en sujetos con y sin higado graso. El genotipo TT se asoci6é con concentraciones
mayores de triglicéridos, apoAl y menor tamafio de las LDL. No se encontré asociacion del
polimorfismo C-514T con la presencia de EHNA (RM 0.97 [0.76-1.23] psom=0.79). Los homocigotos
TT tuvieron mayor riesgo (40%) de presentar DM2, hipertrigliceridemia, CAC y menor riesgo (20%)
de presentar hipoalfalipoproteinemia (psom<0.05, para todas las variables).

Conclusiones: En poblacion adulta mexicana, el polimorfismo C-514T del gen de la LH no se
asocié con la presencia de higado graso ni con resistencia a la insulina. Sin embargo, este
polimorfismo se asoci6 con la presencia de DM2. Ademas, este trabajo describe por primera vez
la asociacion del polimorfismo C-514T del gen de la LH con la presencia de CAC, hallazgo que
apoya el estudio de este polimorfismo para determinar su posible utilidad como marcador genético

de susceptibilidad en el desarrollo de enfermedad cardiovascular en nuestra poblacion.



2. ABSTRACT

Background: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is frequently observed in individuals with
excess body weight. However, an uncertain number of obese do not NAFLD suggesting the
involvement of genetic factors. Hepatic lipase (HL) is an enzyme lipolytic capable of converting into
intermediate density lipoproteins, low density lipoproteins The HL gene promoter polymorphism C-
514T is a common genetic variant that decreases the transcription of the enzyme. The C-514T
polymorphism is associated with low activity of LH, higher HDL-C and apolipoprotein Al (apoAl)
levels, increased hepatic fat contents and reduced insulin sensitivity.

Objective: To investigate whether the LH gene C- 514T polymorphism confers susceptibility to the
presence of NAFLD, insulin resistance (IR), type 2 diabetes (T2D) and coronary artery calcium
(CACQC) in the Mexican population, examining its possible interaction and to seek possible gene-diet
interactions analyzing total calorie intake and the proportion of macronutrients.

Methods: A total of 1468 subjects were included in the study (mean age 549, 49% male). All
participants answer questionnaires to obtain standardized information on family and personal
history of cardiovascular disease, dietary habits, physical activity, alcohol consumption, use of
medications and vitamin supplements. Measurements of biochemical and anthropometric variables
were performed, BMI was calculated. Through a CAT scan was quantified total abdominal fat
(TAF), abdominal visceral fat (AVF), CAC and the presence of fatty liver, defined as the rate of
liver: spleen attenuation was <1.0. Polymorphisms rs1800588, rs1077834 and rs2070945-514C /

T, were genotyped using Tagman probes.

Results: In the study population the prevalence of NAFLD was 33%. The risk allele frequencies
(RAF) for polymorphisms rs1800588, rs1077834, and rs2070945 were T=0.57, C=0.56, A= 0.57,
respectively. Distribution of C-514T genotypes was similar in subjects with and without fatty liver.
The carriers of the T allele showed increased higher levels of triglycerides, apoAl, and smaller

LDL. The C- 514T polymorphism was not associated with NAFLD in the Mexican population (OR



0.97 (0.76-1.23) Ppom = 0.79). However, the risk of developing T2D, hypertirglyceridemia, and
(CAC) increased approximately 40% while the risk of having hyopalphalipoproteinemia decreased
approximately 20% in TT homozygotes (Ppom<0.05).

Conclusions: In Mexican population, the C- 514T LH polymorphism was not associated with the
presence of NAFLD. However, there was indeed an association between the presence of this
polymorphism and development of CAC, pointing out the necessity to keep studying the C-514T
LH polymorphism to determine its utility as a marker to identify individuals with increased

susceptibility to develop cardiovascular disease marker.



3. INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular (ECV) aterosclerosa y sus complicaciones son la primera causa de
muerte en hombres y mujeres mexicanos!. El exceso de peso (sobrepeso y obesidad) es un factor
de riesgo cardiovascular (FRC) establecido y la prevalencia en nuestro pais es una de las més
altas en el mundo?. Los estudios que han analizado diferentes depésitos de grasa mediante
tomografia computada han mostrado que més que la adiposidad general (obesidad), es el exceso
de grasa abdominal visceral (GAV) la que confiere mayor riesgo para el desarrollo de
anormalidades metabdlicas y aterosclerosis. El exceso de GAV se asocia con la presencia de
varios FRC gque incluyen inflamacioén, resistencia a la insulina (RI), hiperinsulinemia, hipertension
arterial, intolerancia a la glucosa y dislipidemia®*. La presencia de esteatosis hepatica (EH) se
asocia positivamente con la obesidad general y, en mayor medida, con el exceso de GAV®. Tanto
la EH como la GAV aumentada tienen prevalencias altas y crecientes como consecuencia de la
epidemia mundial de obesidad, predominan en el sexo masculino, aumentan con la edad y tienen
marcadas diferencias étnicas®’. Algunos estudios han mostrado que no es la GAV aumentada,
sino la presencia de EH la condicion que se asocia con las alteraciones en el metabolismo de
glucosa, lipidos e insulina®®.En la EH es frecuente que exista un ambiente pro-inflamatorio crénico,
los pacientes suelen cursar con elevacion de proteinas inflamatorias como las interleucinas (IL) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Se ha sugerido que la EH tiene una participacion directa
en la etiopatogenia del proceso ateroscleroso!?-1'2 Una forma (til, no invasiva y ampliamente
validada para estudiar la aterosclerosis coronaria, es la determinacion de calcio arterial coronario
(CAC) mediante tomografia computada multicorte (TC)**:4, Ademas de medir el CAC, la TC
permite en un mismo estudio cuantificar la GAV?*® e identificar la presencia de esteatosis hepatica,
definida como el indice de atenuacién higado:bazo(IAH:B) inferior a 1.01®. La cantidad de
triglicéridos (TG) que puede contener el higado varia desde menos del 1% hasta mas del 50% de
su peso totall’. Sin embargo, se desconocen los factores que determinan la variacién

interindividual en el contenido de grasa hepatica y que pueden favorecer el desarrollo de EH. El
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presente proyecto se enfoco en el estudio de variaciones del gen de la lipasa hepatica (LH), que
en otras poblaciones se ha encontrado asociado al desarrollo de anormalidades metabdlicas
(dislipidemia®, resistencia a la insulina'®) y a la presencia de aterosclerosis subclinica, evaluada
por la presencia de CAC?. La LH en una enzima lipolitica sintetizada principalmente por el higado.
El gen de la LH tiene un polimorfismo funcional en la posicién C-514T (o C-480T) del promotor
gue afecta la transcripcion de la enzima?!- Este polimorfismo es comun, con frecuencias alélicas
que varian de 20% en blancos americanos, 35% en coreanos, chinos e hispanos, hasta 50% en
negros?12223242526  Estudios previos han mostrado que el alelo T se asocia con baja actividad de
la LH?12"28 aumento en las concentraciones del colesterol de la lipoproteina de alta densidad (C-
HDL) y de apolipoproteina Al (apoAl1)?!® mayor contenido de grasa hepética y menor
sensibilidad a la insulina®®.Estudios que han investigado la interaccion entre el polimorfismo de la
LH y la dieta, han mostrado asociacion entre las concentraciones elevadas de C-HDL y mayor
ingesta de grasa saturada en varones portadores del alelo T.2°3° En otro estudio, el consumo
elevado de grasa total y saturada se asocié positivamente con incremento en la actividad de la LH,
ademas esta asociacion entre la actividad enzimatica y el consumo de grasa saturada fue
modulada por la presencia del polimorfismo y se mantuvo después de ajustar por edad, sexo,
indice de masa corporal (IMC), insulina, ingesta de carbohidratos y proteinas. Solo los portadores
del alelo T se ven afectados por el consumo elevado de grasa saturada con aumento en la

aCIIVIdad de Ia LH (p interaccién=0.04)31



4. ANTECEDENTES
4.1. OBESIDAD

v' Prevalencia

En México la obesidad es un importante problema de salud publica. El aumento en las prevalencias
de sobrepeso y obesidad en México se encuentran entre los mas rapidos documentados en el
plano mundial. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 201232 (ENSANUT 2012) report6é que
del afio 1988 a 2012, el sobrepeso en mujeres de 20 a 49 afios de edad, se increment6 de 25 a
35.3% y la obesidad de 9.5 a 35.2%. En el dltimo periodo de evaluacion (de 2006 a 2012), la
prevalencia de exceso de peso en adultos ha mostrado una reduccion en la velocidad de aumento,
pasando de casi 2% anual en el periodo 2000-2006, a menos del 0.35% anual. A pesar de esta
reduccién, la ENSANUT 2012, mostrd que en nuestro pais la prevalencia de exceso de peso es
del 70%, y la de la obesidad abdominal es de 73.9%. Ambas anormalidades son mayores en las
mujeres en comparacion con los hombres (73.0% vs 69.4% y 82.8% vs 64.5%, respectivamente)®?,
Los factores ambientales como malos habitos dietarios, estilo de vida sedentario, influencias
socioecondmicas, asi como desOrdenes genéticos que impactan la secrecion hormonal vy el
metabolismo en general, dan como resultado la ganancia de peso y, por ende, aumento de la
prevalencia de DM2, esteatosis hepéatica no alcohdlica (EHNA) y ECV, todas ellas comorbilidades

de la obesidad.

v" Consecuencias metabdlicas de la obesidad

En la obesidad, el tejido adiposo puede inflamarse y dar lugar tanto al aumento en la secrecién
de citocinas pro-inflamatorias,*® tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleucina
6 (IL6), asi como a la disminucion de la produccion de adiponectina, hormona con efecto
antiinflamatorio, que protege del efecto deletéreo de la resistencia a la insulina.

El aumento de grasa visceral se ha asociado tanto con resistencia a la insulina como con

esteatosis hepatica,® debido al incremento en las concentraciones de acidos grasos libres en



circulacion sistémica, este es uno de los mecanismos mas estudiados y aceptados que ha tratado
de explicar esta asociacion. El elevado flujo de &cidos grasos libres hacia el higado, da como
resultado hiperinsulinemia sistémica, asi como la inhibicién de la supresion de la gluconeogenesis
hepatica por accion de insulina. La obesidad central en presencia de resistencia a la insulina y
aumento de 4cidos grasos libres, se asocia con mayor actividad de la lipasa hepatica, provocando
una mayor hidrdlisis de TG de las particulas de HDL y LDL lo que da lugar a la formacion de
particulas mas pequefias y densas®. Existe considerable evidencia de que estas particulas son

mas aterogénicas y aumentan el riesgo de ECV®.

4.2, ESTEATOSIS HEPATICA

v Definicién y prevalencia.

La EHNA, definida como la acumulacién de grasa en el higado mayor al 5% de su peso en
ausencia de consumo excesivo de alcohol (menos de 20g/dia)*¢, tiene una prevalencia cercana al
30% en poblacién adulta, aumenta con la edad, es mas comun en poblacidn hispana, en el género
masculino, en sujetos obesos (75%) y en aquellos con DM2 (34-74%).

v Diagndstico

La biopsia hepatica es el estandar de oro para el diagnéstico de higado graso; sin embargo es un
método invasivo y costoso. El ultrasonido, la imagen de resonancia magnética (IRM) y la
tomografia computada (TC) son métodos no invasivos que permiten evaluar la presencia de grasa
hepatica®’.

El ultrasonido permite detectar esteatosis moderada a grave, cuando la grasa en la biopsia
hepatica supera el 33%.% La IRM es el mejor método no invasivo que permite detectar pequefas
cantidades de infiltracion de grasa >5.56% con una sensibilidad de 72.7%- 88.5% y especificidad

de 92.0%- 95.7%, pero a un costo elevado®,

La tomografia computada es un método validado para medir el CAC!, cuantificar la GAV*® e

identificar la presencia de esteatosis cuando la grasa hepatica excede el 30%?°; tiene sensibilidad
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de 46.1-72.0% y especificidad del 88.1%-94.6%°8. Las ventajas de esta técnica es el empleo del
bazo como referencia debido a que es un 6rgano cuya atenuacion no se afecta por la presencia
de grasa, tiene mayor especificidad que el ultrasonido (69.6%-85.2%) y es una técnica no invasiva.
La TC identifica la infiltracién de grasa en el higado como la disminucién de la atenuacion del
tejido hepatico; el grado de disminucién de la atenuacion esta relacionado con el grado de
infiltracion de grasa en el higado: 1.6 Unidades Hounsfield (HU) por cada miligramo de triglicéridos
depositado por gramo de tejido hepatico®. En este estudio la esteatosis hepatica se definié como

el indice de atenuacién higado: bazo <16,

v' Patogénesis

El higado graso puede existir como esteatosis simple o progresar a estados inflamatorios méas
complejos y agresivos como esteatohepatitis no alcohdlica, en la cual de la infiltracion de grasa se
acompafia de intensa actividad necro-inflamatoria y puede progresar a fibrosis y cirrosis hepatica
y eventualmente a insuficiencia hepatica y cancer hepatocelular®. Aproximadamente del 3-5% de
los pacientes con EHNA presentan esteatohepatitis y de estos el 20 % progresan a cirrosis. El
cancer hepatico se llega a presentar en el 2.8% de los pacientes con cirrosis.

La teoria mas aceptada para el desarrollo de enfermedad de higado graso es la hipétesis de los
“dos golpes™ . La resistencia a la insulina produce aumento de lipdlisis periférica, ocasiona
incremento de acidos grasos libres, que al ser captados por el hepatocito aumentan los niveles de
triglicéridos (primer golpe). Este incremento de los acidos grasos libres en el hepatocito,
desencadena mecanismos de stress oxidativo tales como aumento de hierro, activacion de
citocromo P450, aumento de beta oxidacion mitocondrial, estimulacion de la lipooxigenasa y factor
de necrosis tumoral. Este incremento del stress oxidativo, lleva a la activacion de factores

proinflamatorios y de necrosis celular (segundo golpe).



Sin embargo, se ha observado que no todos los sujetos con exceso de peso desarrollan higado
graso o alguna otra comorbilidad asociada, lo que sugiere la participacion de factores genéticos.
Uno de los genes candidatos es el gen de la lipasa hepatica (LH).

4.3. LIPASA HEPATICA

v Estructura, funcion, sintesis y requlacion

La lipasa hepatica (LH) es una enzima lipolitica sintetizada por los hepatocitos y localizada en la
superficie de los capilares sinusoidales* . En humanos, la enzima se encuentra unida a
proteoglicanos de heparan sulfato en la superficie de los hepatocitos y también en las células
endoteliales sinusoidales*?. Tiene actividad de fosfolipasa A1 y acilglicerol hidrolasa, esta actividad
contribuye al remodelamiento de lipoproteinas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL), dando
como resultado particulas pequefias y densas. Ademas de su actividad lipolitica, interacciona con
proteoglicanos de superficie, el receptor “basurero” (SR-B1) y la proteina parecida al receptor de
LDL como ligando, en la promocién de la captacion hepética de lipoproteinas incluyendo particulas
ricas en triglicéridos, particulas LDL y HDL*2. Las particulas que contienen apoA-l/apoA-Il son el
sustrato preferido de la LH. Se ha observado que la sobreexpresién de apoA-I humana en ratones

incrementa la tasa catabdlica de HDL*.

El gen de la lipasa hepatica (Figura 1) se localiza en el cromosoma 15 (q21.3) en humanos y en
el cromosoma 9 en ratones. Tiene una longitud de 60 kb y est4 formado por ocho intrones y nueve
exones. Se han descrito dos sitios de inicio de la transcripcion, 43y 77 nucledtidos rio-arriba del
codon de inicio de la traduccidn. La region 5'-flanking de la lipasa hepatica se extiende entre los

nucleétidos -1550 y +129.4

La proteina humana consiste de 499 amino&cidos, que incluye un péptido lider de 22 residuos, por

lo que la proteina secretada contiene solamente 477 residuos; la secuencia de amino&cidos revela
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la presencia de varios dominios funcionales; por ejemplo, dos segmentos hidrofébicos de 10

aminoacidos involucrados en la interaccion con lipidos*:.

Figura 1: Organizacién genémica del gen de la lipasa hepatica*

e Exons I n mwvv v v Vil X

i
10 kb

D C B A E1 E2 E3 E4

Nt -281 Nt +129

En la region promotora del gen de la lipasa hepatica de rata, se han identificado varios elementos
regulatorios nativos, tales como elementos de respuesta a colesterol (SRE), estrégenos,
hormonas tiroideas, glucocorticoides y AMPc, lo que permite definir patrones potencialmente
involucrados en la regulacién de la expresion de la enzima. En el humano, ademas existe otro

posible motivo cercano a la caja-E (Figura 1), que responde a glucosa y/o insulina.*!

Evidencia experimental sugiere que la lipasa hepatica se regula en funcién de la demanda de
colesterol, asi como por varias proteinas involucradas en la homeostasis de esteroles. Estudios
clinicos han demostrado que la actividad de la lipasa hepética esta regulada por el estado
hormonal. Los estr6genos, nativos o alquilados (etinilestradiol), disminuyen la actividad de la lipasa
hepatica; mientras que los prostagenos con propiedades androgénicas (norgestrel) o esteroides
anabdlicos (estanozolol, oxonandrolona), la incrementan. Ademas, se ha demostrado que la
insulina regula la transcripcion de la lipasa hepatica, la actividad de la LH se asoci6 positivamente

con los niveles de insulina** Por ejemplo, en sujetos normoglicémicos o diabéticos tipo 2, los
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niveles elevados de insulina se asocian con mayor actividad de la LH y concentraciones bajas de
C-HDL,. En la diabetes tipo 1 se observa lo mismo, ya que la actividad de la LH postheparina

mostré reduccién del 50% y aumento después de la administracion de insulina®!.

La heparina es otro importante regulador de la actividad de la enzima; estimula la actividad de la
LH tanto in vivo como en cultivo celular, puede estabilizar a la enzima y evita la re-endocitosis y la

degradacién secundaria; ademas, estimula la transcripcién y secrecion de la enzima madura®.

El tipo de dieta y algunos farmacos también regulan la actividad de la LH. Las dietas enriquecidas
en colesterol reducen tanto la actividad de la LH (aproximadamente 30%) como la expresion del
RNAmM“# Entre los farmacos que regulan la actividad de la LH se encuentran los fibratos y las
estatinas; los primeros aumentan la actividad de la LH en sujetos normolipidémicos e
hipertrigliceridémicos, mientras que las estatinas disminuyen la actividad de la LH en pacientes

dislipidémicos**.

v Polimorfismos en el promotor del gen de la lipasa hepatica

La actividad de la LH tiene marcadas diferencias étnicas y es mayor en hombres. Se estima que
el 30-45% de la variabilidad en la actividad de la lipasa hepatica estd determinada
genéticamente.*? El promotor del gen de la lipasa hepética contiene 4 sitios polimérficos G-250A,
C-514T, T-710C, A-763G*“243(Figura 2), con respecto al sitio de inicio de la transcripcion,
asociados con actividad de la LH. En poblaciones caucasicas, el polimorfismo C-514T, también
llamado C-480T, se encuentra en completo desequilibrio de unién con los polimorfismos G-250A,
T-710C, A-763G. La frecuencia del alelo menor de la variante -514T, varia entre 0.15-0.21 en

Caucasicos, 0.45-0.53 en Afroamericanos y 0.47 en Japoneses e Hispanos.

La sustitucion C-514T reduce la actividad transcripcional del promotor de la lipasa hepética. El sitio
-514 es el centro de la secuencia CAC*GGG, un analogo del motivo caracteristico CACGTG de
una caja-E, al cual pueden unirse los factores estimulatorios USF1/ 2, que participan en la
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regulacion del metabolismo de la glucosa y de lipidos en el higado.*? La sustituciéon de C-514T

modifica la secuencia analoga de la caja-E y modula la respuesta inducida por la insulina.

Figura 2: Polimorfismos del gen de la lipasa hepatica*
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CAC*GGG
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La variante -514T se ha asociado con disminucion de alrededor del 30 al 40 % de la actividad de
la lipasa hepatica, asi como con un perfil de lipidos favorable que se caracteriza por presencia de
particulas LDL grandes, menos densas y con incremento en las concentraciones del colesterol de
HDL,*?. Sin embargo, se ha reportado que las lipoproteinas estan enriquecidas en triglicéridos, y

gue la presencia de la variante se asocia con resistencia a la insulina e hiperinsulinemia“43
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v Interaccion del polimorfismo C-514T con comorbilidades de la obesidad

El 50% de la variacion total en la actividad de la lipasa hepatica esta dada por el efecto combinado
de obesidad visceral (14.4%), género (14.2 %), y polimorfismos en el promotor del gen LH
(10.9%)*2. La obesidad modifica la asociacion entre el polimorfismo -514T y las concentraciones
de colesterol de HDL*. El efecto benéfico del aumento en la concentracion de C-HDL solo se
observa en sujetos portadores del alelo T con peso normal. Nie et.al** reportaron un efecto aditivo
del IMC y el polimorfismo C-514T en la actividad de la LH. La presencia de sobrepeso, obesidad

general y obesidad visceral anulé el efecto benéfico sobre las concentraciones de C-HDL.

La tabla 1 muestra los humerosos estudios que han evaluado la asociaciéon del polimorfismo C-
514T con la obesidad central o la grasa visceral, la presencia de diabetes, higado graso,
resistencia a la insulina y enfermedad cardiovascular tanto la forma clinica como la subclinica y si
esta asociacion tiene efecto sobre el metabolismo de los lipidos o la enfermedad cardiovascular.
Existen otros factores que debilitan la asociacion entre los niveles de lipidos plasmaticos y el

polimorfismo C-514T, uno de ellos es la presencia de diabetes (Tabla 1).

En sujetos con higado graso se ha demostrado no solo el aumento en la actividad de la lipasa
hepatica, ademas se ha reportado que la actividad de la enzima correlaciona significativamente
con la severidad de la esteatosis.*® Sin embargo, la asociacion del polimorfismo con el contenido

de grasa hepatica o la presencia de higado graso no ha sido consistente (Tabla 1).
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Tabla 1. Asociacién del polimorfismo C-514T con comorbilidades de la obesidad

Autor Descripcién del estudio ‘ Resultado Conclusién
St-Pierre et 46 Poblacién caucésica AC-HDL solo en los La obesidad anula el
Hombres, 41 afios homocigotos TT con baja efecto benéfico sobre
n=235 adiposidad visceral en las concentraciones de
SNP: C-514T comparacion con los  C-HDL

portadores del alelo C

Carretal 8 Mujeres premenopausicas, No se observé incrementé en  La presencia del
caucasicas, AGrasa la actividad de la LH, en los polimorfismo atenta el
intrahepética. portadores del alelo A con aumento en la actividad
SNP: G-250A grasa intrahepatica elevada. | dela LH.

Tan et al?2 Poblacién China, ambos AC-HDL, solo en los La diabetes anula el

sexos. Casos y controles
n= 203 Diabéticos
n= 205 Controles

controles con el genotipo TT.

efecto benéfico sobre
las concentraciones de
C-HDL.

SNP: C-514T
Stefan et al ®* | Poblacion caucédsica, AN contenido de grasa ElaleloT confiere mayor
Hombres, hepética y menor sensibilidad = susceptibilidad para
n= 1076 alainsulina en los portadores = resistencia a la insulina
Normoglucémicos e delaleloT.
Intolerantes a la glucosa
SNP: C-514T
Zhan et al*’ Poblacion japonesa La prevalencia del alelo T fue EIl alelo T se asocia a
Hombres menor en los sujetos con menor susceptibilidad
Sujetos con y sin higado @ higado graso. de HG.
graso.
SNP: C-514T
Zhan et al*8 Poblacién caucéasica El alelo T en los obesos se EIIMC, modula el efecto
Diabéticos asoci6 a mayor riesgo de del polimorfismo sobre
Obesos y delgados enfermedad cardiovascular. = el riesgo cardiovascular.
SNP: C-514T Y menor riesgo
cardiovascular en los
delgados.
Hokanson?° Poblacién Caucasica El alelo T fue mas prevalente La variante -514T puede

Diabéticos tipo 1
Sujetos con y sin CAC
SNP: C-514T

en los diabéticos con CAC,
ademés de WC-HDL y ATG

identificar a sujetos con
mayor riesgo de ECV
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v Interaccion del polimorfismo C-514T con dieta

Los datos sobre la posible interaccion entre el polimorfismo C-514T vy la dieta para modular las
concentraciones de lipidos, son controversiales. Se ha descrito que el polimorfismo C-514T se
asocia con el metabolismo de lipidos dependiendo de la cantidad y tipo de grasa consumida. La
tabla 2 resume los hallazgos de estos estudios, se ha observado interaccion del polimorfismo con
la ingesta de &cidos grasos saturados y &cidos grasos mono insaturados sobre las
concentraciones de C-HDL, pero esta no ha sido consistente, mientras algunos estudios reportan
aumento en C-HDL otros observaron disminucion.

Los estudios que han evaluado la asociacion del consumo elevado de grasa total y grasa saturada
con la actividad de la LH son contradictorios. Mientras algunos han reportado que las dietas altas
en grasa total (46%) se asocian con incremento en la actividad de la enzima, otros estudios de
intervencion han reportado que la ingesta excesiva de grasa saturada se asocia con disminucién

en la actividad de la enzima, aungue en estos estudios no se evalu6 el genotipo.
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Tabla 2. Interaccion del polimorfismo C-514T con dieta

Autor Descripcién del estudio ‘ Resultado Conclusién
Ordovas et al*® Poblacion caucasica El alelo T se asoci6 con ElI consumo elevado
n= 1020 hombres aumento en las de grasa en los

n= 1110 mujeres
Edad: 20-79 afios
Estudio Framingham

concentraciones y tamafio de
C-HDL solamente en sujetos
con un consumo menor de
30% de grasa del total de la
ingesta caldrica

portadores del alelo T,
disminuye C-HDL

Zhang et al, 3°

780 hombres caucasicos
con diabetes tipo 2 y edad
promedio de 60 afios.

Estudio de seguimiento
para profesionales de la

El alelo T se asocié6 con
concentraciones elevadas de
C-HDL en hombres sin
sobrepeso cuando la ingesta
de grasa saturada fue 230%.

El consumo elevado
de grasa en los
portadores del alelo T,
aumenta C-HDL

salud (HPFS por sus siglas
en ingles),

Nettleton et al 50 Cohorte  formada  por @ Interaccidon positiva entre la EL aumento de las
caucésicos y ingesta de grasa y el -concentraciones de C-
afroamericanos polimorfismo C-514T sobrelas HDL al consumo
Ambos sexos concentraciones de C-HDL elevado de grasa es
N=1200 solo en la  poblacion dependiente de la

Afroamericana. raza.

Tai et al*? Poblacién multiétnica = Mostré6 que los homocigotos La asociacion con el
asiatica (chinos, malayos, TT tienen altas aumento de TG se
indios) de ambos sexos concentraciones de modifica por el

N=1324 Chinos
N= 471 Malayos
N= 375 Hindus

triglicéridos solo cuando la
ingesta de grasa es mayor al
30% de la ingesta total.

Esta interaccibn solo se
observé en poblacion hindu y
fue independiente de la edad,
genero grupo étnico, IMC,
consumo de alcohol, tabaco y
la ingesta total de energia.

consumo de grasa y
por la etnia.

Griett Boss3!
al.

Et

En una muestra de sujetos
del estudio Hoorn
N= 211 hombres

N= 218 mujeres
Edad: 60-87

Existe interaccién entre el
polimorfismo -514C/T y el
consumo de grasa total sobre
la actividad de la enzima
después de ajustar por edad,
género, consumo de
carbohidratos, insulina e
indice de masa corporal. La
ingesta de grasa se asocio
positivamente con la actividad
de la LH en sujetos con los
genotipos CT y TT y de
manera negativa en los
sujetos CC.

El consumo elevado
de grasa en los
portadores del alelo T
aumenta la actividad
delaLH
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las anormalidades metabdlicas asociadas al exceso de peso y de grasa en higado son
importantes factores de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), EH y ECV. La
EH, Rl y DM2 son condiciones de etiopatogenia multifactorial, frecuentemente observadas en los
individuos con sobrepeso y obesidad sin embargo, no todas las personas con obesidad o
sobrepeso las presentan, lo que sugiere la participacion de factores genéticos, como se ha
mostrado en otros paises. Los hallazgos de esos estudios no son aplicables a la poblacién
mexicana, debido a que presenta caracteristicas distintivas a las de otras poblaciones. Estas
consideraciones fundamentaron el interés e importancia para realizar el presente estudio e
identificar la posible asociacion del polimorfismo de la LH en la susceptibilidad para la presencia

de EH, RI, DM2 y calcio arterial coronario en nuestra poblacion.
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6. JUSTIFICACION

Todos los estudios que han evaluado la asociacién del polimorfismo C-514T con las diferentes
comorbilidades de la obesidad se han realizado en poblacién caucésica, asiatica y solo uno en
poblacién hispana residentes de Peru. En México, no existen estudios que hayan evaluado la
asociacion del polimorfismo C-514T de la LH con EH y aterosclerosis subclinica, evaluada por la
presencia de calcio arterial coronario. Debido a que nuestro pais ha sufrido cambios importantes
en el estilo de vida, que han dado como resultado un incremento de la obesidad; este polimorfismo

podria ser un marcador genético para evaluar la susceptibilidad para el desarrollo de las

comorbilidades asociadas a la obesidad.

19



7. HIPOTESIS

La variante C-514Tdel gen de la LH se asocia con la presencia de alteraciones metabdlicas
relacionadas con el exceso de peso tales como la resistencia a la insulina, esteatosis hepética y
diabetes mellitus tipo 2 y por tanto, puede ser un marcador de susceptibilidad para estos
padecimientos en poblacién mexicana.

8. OBJETIVOS
8.1. OBJETIVO GENERAL

Investigar en poblacion mexicana, si el polimorfismo del gen de la LH (C-514T) confiere
susceptibilidad para la presencia de EH, Rl y DM2, todas ellas comorbilidades de la obesidad.

8.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Conocer la frecuencia alélica de la variante -514T del gen de la lipasa hepatica, en poblacion
mexicana.

v' Evaluar si el polimorfismo -514C/T se encuentra en desequilibrio de union con los
polimorfismos -250G/A, -710T/C, -763A/G en poblacion mexicana.

v' Determinar la prevalencia de esteatosis hepatica en poblacién mexicana.

v’ Establecer la asociacion de la variante -514T con la presencia de esteatosis hepatica.

v' Analizar si existe asociacién de la variante -514T con los diferentes parametros clinicos y
metabdlicos en poblacién mexicana.

8.3. OBJETIVOS SECUNDARIOS

v" Demostrar la posible asociacion de la variante -514T con la presencia de CAC.
v Investigar las posibles interacciones de la variante -514T con el contenido cal6rico y de

macronutrimentos de la dieta sobre los parametros metabdlicos.
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9. METODOLOGIA
9.1. POBLACION DE ESTUDIO

El estudio GEA fue disefiado en Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” para identificar
y analizar las bases gendémicas que predisponen a la enfermedad arterial coronaria (EAC), y
examinar la relacion de factores de riesgo tradicionales y emergentes con la aterosclerosis
establecida y la forma subclinica de la enfermedad en poblacién mexicana. El estudio incluy6 1200
pacientes con EAC prematura y 1500 individuos control sin manifestaciones clinicas de
enfermedad cardiovascular, de ambos géneros con edad de 30 a 75 afios. Los pacientes con EAC
prematura (edad al diagnéstico <55 afios en hombres y <65 afios en mujer) fueron seleccionados
de la consulta externa y de los pacientes que acuden al departamento de Hemodindmica del
INCICH. Los criterios de no inclusiéon fueron evento cardiovascular agudo tres meses previos al
estudio, presencia de insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad hepética, renal u oncoldgica,
distiroidismo no tratado y tratamiento con corticosteroides. Los participantes del grupo control
fueron seleccionados de la poblacién que acude con fines de donacién al Banco de Sangre del
INCICH y mediante invitacion por medios escritos. Se incluyeron individuos sin historia personal
ni familiar, en primer grado, de EAC prematura. Los participantes con historia de trastornos
hepaticos, renales y oncoldgicos asi como con problemas tiroideos sin tratamiento o tratamiento
con corticosteroides no fueron seleccionados. En ambos grupos fue requisito que el participante y
sus dos generaciones previas fueran mestizos (espafioles-amerindios) y hubieran nacido en
México. Se incluyd solo un miembro por familia que, después de conocer las caracteristicas del
estudio, aceptara participar mediante la firma de un consentimiento informado. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Investigacion y Bioética de la Institucion.

El presente trabajo incluyd a 1468 participantes del grupo control del estudio GEA, a todos los
participantes se les aplicaron cuestionarios estandarizados para obtener informacion demografica,

nivel de escolaridad, ingreso economico, historia familiar y personal de enfermedad
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cardiovascular, habitos dietarios, actividad fisica, consumo de alcohol, uso de medicamentos y

suplementos vitaminicos.

9.2. ANALISIS DE LA DIETA

La dieta habitual durante el afio previo, se evalud utilizando un cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos, disefiado y validado por el Instituto Nacional de Salud Publica®. Las
kilocalorias, los gramos de grasa, proteina e hidratos de carbono contenidos en los alimentos se
obtuvieron con el programa Sistema de Evaluacion de Habitos Nutricionales y Consumo de

Nutrimentos (SNUT).%3

9.3. ANTROPOMETRIA

El peso se midi6é en una bascula calibrada y la talla utilizando un estadimetro de pared SECA 222
(Hamburgo, Alemania). El IMC se calculé con la formula (kg) / talla (m?). La circunferencia de
cintura se midi6é con una cinta métrica de fibra de vidrio, en el punto medio de la distancia entre la
parte inferior de la Ultima costilla y la cresta iliaca. La tensién arterial se midié en posicién sedente,
después de por lo menos 10 minutos de reposo, utilizando un esfigmomandémetro digital Welch
Allyn, series 52000 (Shaneateies Fails, N.Y. EUA), y el promedio de las dos udltimas de tres

mediciones consecutivas se utilizé para el andlisis.

9.4. ANALISIS BIOQUIMICO

Después de ayuno de 12 horas y 15 minutos de reposo en posicién sedente, se colectaron 45 mL
de sangre venosa en tubos con y sin EDTA. El plasma y el suero fueron separados en alicuotas.
A las alicuotas de plasma se afiadieron inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 KIU/ml,
Benzamidina 1mM), todas las alicuotas se conservaron a -70°C. Las determinaciones de
colesterol total, TG y glucosa en plasma, se realizaron en muestras frescas con un autoanalizador
Hitachi 902 (Hitachi LTD Tokio, Japan), utilizando estuches enzimaticos comerciales (Roche

Diagnostics, Mannheim Alemania). El colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) se
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determind mediante un método enzimatico homogéneo (Roche Diagnostics, Mannheim
Alemania)®*.El colesterol de las lipoproteina de baja densidad (C-LDL) se calculé mediante la
formula de Friedwald modificada por De Long®®. La precisién y la exactitud de las determinaciones
de lipidos son evaluadas periédicamente por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Atlanta (CDC por sus siglas en inglés). La alanino aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP), gamma glutamiltransferasa (GGT),
acido urico, creatinina, apolipoproteina B (apoB), apoAl y acidos grasos libres (AGL) se
determinaron en suero con el autoanalizador Hitachi 902. La proteina C reactiva se cuantificé por
inmunonefelometria (BN Pro Spec Nephelometer, Dade Behring Marburg GmbH, Ge). La
concentracion de adiponectina se determind por inmunoensayo (Quantikine.ELISA, R&D
Minneapolis, USA). Las concentraciones de insulina en suero se determinaron por
radioinmunoanalisis (Millipore Cat#HI-14K, Billerica, MA). Se estimé la resistencia a la insulina
empleando el método del modelo de Homeostasis (HOMA-IR)*®. Se estimé el tamafio de las

particulas de HDL®") y LDL®8, Se determind la resistencia a la insulina del tejido adiposo (RITA).

9.5. ANALISIS GENETICO

El aislamiento de ADN se realiz6 por medio de extraccién salina®. Los DNA gendémicos se
almacenaron a -70°C hasta su uso. Los polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP por sus siglas
en ingles), G250A (rs2070895), C-514T (rs1800588), T-710C (rs1077834) fueron genotipados
usando ensayos de genoatipificacion 5’exonucleasa TagMan, en un equipo de PCR en tiempo real
ABI PRISM 7900 Sequence Detection System acorde a instrucciones de manufactura (Applied
Biosystem Foster City, CA, USA). Los resultados se analizaron usando un software de
discriminacionn alélica que permite definir los distintos alelos. La estimacion del desequilibrio de
union y la construccion de los haplotipos de las variantes polimorficas, se determiné utilizando el
programa Haploview version 4.1 (Broad Institute of Massachusetts Institute of Tecnology and

Harvard University, Cambridge, MA, USA).
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9.6. ESTUDIO DE TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTADA

Se utilizé un tomégrafo con multidetector de 64 canales (Somatom Sensation; 64, Forcheim
Alemania), las imagenes tomograficas fueron interpretadas por radidlogos experimentados. Se
determiné y cuantifico la atenuacion del higado y del bazo en un solo corte tomografico de 3 mm
a nivel de T11-T12 6 T12-L1. Durante el andlisis de las imagenes, se marcaron 3 regiones de
interés de 1 cm?en ambos lébulos hepaticos y en el parénguima del bazo. Para medir la grasa
abdominal se realizd un solo corte tomografico a nivel del espacio intervertebral L4-L5. El area de
GAV y GAS, fueron separadas mediante un trazo manual siguiendo la pared muscular abdominal.
Se cualificé la GAT y la GAV en cm?y la GAS se calculé restando el area de GAV a GAT. La
cuantificacion del CAC se realiz6 con el algoritmo desarrollado por Agatston y colaboradores?s, el
software emplea un umbral de atenuacion de -130 Unidades Hounsfield (UH) en un minimo de 3
pixeles contiguos para la identificaciébn de la placa calcificada. Se consideré aterosclerosis

subclinica cuando CAC>1.

9.7. DEFINICION DE VARIABLES

Las dislipidemias se definieron de acuerdo a los siguientes puntos de corte: hipercolesterolemia:
C-LDL2130mg/dL, hipertrigliceridemia: TG=150mg/dL, hipoalfalipoproteinemia; C-HDL<40mg/dL
en hombres y <50mg/dL en mujeres, y/o el consumo de farmacos reguladores de lipidos. La
hipertension arterial se definid con cifras de tension arterial sistélica y/o diastélica 2140/90mmHg
y/o uso de medicamentos antihipertensivos. El sobrepeso fue definido como IMC de 25-29.9
Kg/m?, la obesidad como IMC 2 30Kg/m? y obesidad abdominal como circunferencia de cintura
mayor a 90 cm en hombres y 80 cm en mujeres®.La glucosa en ayuno de 100 a 125mg/dL se
consider6 como glucemia de ayuno alterada, mientras que los valores de glucosa =2126mg/dL 6
tratamiento con hipoglucemiantes se usaron parad definir la presencia de DM2. El sindrome
metabdlico (SM) se definié con base en los criterios del NECP-ATPIII®? excepto para el corte de

obesidad central®’. La resistencia a la insulina se consider6é cuando el HOMA-RI fue 2p75 (3.58

24



en mujeres, 3.12 en hombres), se consider6 GAV aumentada cuando el valor fue 2p75
(2121.75cm? en mujeres,2 153.3cm? en hombres). Esos puntos de corte fueron obtenidos de 101
hombres y 180 mujeres del estudio GEA, sin obesidad y con valores normales de lipidos, glucosa

y tensién arterial.

9.8. ANALISIS ESTADISTICO

La frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos se obtuvo por conteo directo, se calculo el
equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de chi cuadrada. Las variables continuas se
expresan como medias + DE para variables paramétricas y como medianas (rango intercuartil)
para las variables no paramétricas. Las prevalencias se analizaron con la prueba de chi cuadrada
y la comparacion entre los grupos por genotipo se analizé con la prueba de U de Mann Whitney o
t de Student. Los modelos de herencia dominante (TT vs CT+CC), recesivo (CT+ TT vs CC) y
aditivo (TT vs CT vs CC) se construyeron en base a la frecuencia del alelo menor que en el caso
de nuestra poblacién es el alelo menor es C (43%). Sin embargo para poder comparar nuestros
resultados con otras poblaciones donde el alelo T es el de menor frecuencia y el de riesgo, en los
analisis de regresion logistica la categoria de referencia fue CT+CC y de esta manera indicar que
T es el alelo de riesgo. La asociacion del polimorfismo con las diferentes comorbilidades en tres
modelos de herencia: dominante, aditivo y recesivo, se realizé mediante un andlisis de regresion
logistica ajustada por edad, IMC y género. La asociacion del genotipo con los diferentes
pardmetros clinicos y metabdlicos se evalud utilizando los modelos lineales generalizados, las
variables dependientes con distribucién asimétrica fueron transformadas. La influencia de las
covariables en la comparacién de las medias se controlé por andlisis de covarianza (ANCOVA). El
andlisis de regresion lineal multivariado se utilizd para encontrar la interaccion entre el consumo
de macronutrimentos y el polimorfismo. Se utilizo el paquete estadistico SPSS (version 15; SPSS,

chicago, IL). Diferencias con p<0.05 se consideraron estadisticamente significativas.
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10. RESULTADOS

La poblacién estudiada incluy6 a 1468 sujetos (49% hombres); con edad promedio de 5419 afios.
En poblacion total, la prevalencia de obesidad fue del 30%, obesidad central 82.1%, EH 33%,
diabetes 13.4%, hiperinsulinemia 58.8%, Rl 62.9%, GAV elevada 57.6%, HTA 9.9% y SM 43.8%.
Se observd una mayor prevalencia de EH en hombres en comparacién con las mujeres (36.4%
vs 30.0% respectivamente, p=0.006). Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
(Tabla 3) no desvian el equilibrio de Hardy Weinberg (p=0.065).

Tal como ha sido reportado en otras poblaciones el polimorfismo rs1800588 se encontré en fuerte

desequilibrio de unién con los polimorfismos rs1077834 y rs2070895. (Figura 4).

Tabla 3. Frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
C-514T el C=0.43
rs1800588 TT=329 T=0.57
T-710C et T=0.44
rs1077834 CC=28 7 C=0.56
G250A e G=0.43
rs2070895 AA=28 6 A=0.57

Las caracteristicas clinicas de los sujetos estudiados de acuerdo al genotipo y analizadas bajo un
modelo dominante, se muestran en la tabla 4. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las variables.

Las caracteristicas metabolicas de la poblacion en funcién del genotipo se muestran en la tabla 5.
Se observa que los portadores del alelo de riesgo T en su forma homocigota tienen
concentraciones de triglicéridos y apoAl mas altos, mayor indice TG/C-HDL y menor tamafio de

LDL menor en comparacién con los portadores del alelo C, todas estas diferencias fueron

estadisticamente significativas. Unicamente en el caso de la diabetes, la prevalencia fue
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significativamente mdés alta en los portadores TT en comparacién con los CT+CC (15.0% vs 12.1%,

respectivamente). No se observaron diferencias significativas en el resto de las variables.

Figura 3. Gréfica de desequilibrio de unién de tres polimorfismos en el gen de la LH.

rs1800588
rs1077834
rs2070895

El color rojo indica fuerte desequilibrio de unién. Los numeros dentro
del rombo muestran el coeficiente de desequilibrio de unién D x100.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de la poblacién segun el genotipo de la LH

Variable TT CT+CC Pdom
(n=492) (n=976)
Hombres n (%) 246 (50) 485 (49.6) 0.779
Edad (afios) 52 (46-59) 54 (47-60) 0.097
IMC (kg/m?) 28.2 (25.8-31.1) 27.8 (25.4-30.7) 0.099
CC (cm) 95.0 (87.0-102.1) 94.5 (86.8-102) 0.367
TAS (mmHg) 115 (106-126) 114 (105-126) 0.367
TAD (mmHg) 71 (66-78) 72 (66-78) 0.866

Los valores se muestran como n (%) o mediana [rango intercuartil]. Abreviaturas; IMC: indice de masa corporal, CC:
circunferencia de cintura, TAS: tensién arterial sistélica, TAD: tensién arterial diastélica
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Tabla 5. Caracteristicas metabdlicas de la poblacién de acuerdo al genotipo

Variable (n=T4Tg2) gz;%c) Paom
C-Total (mg/dl) 193 (168-216) 191 (167-211) 0.256
C-HDL (mg/dl) 45 (37-55) 44 (36-53) 0.228
C-LDL (mg/dl) 117 (97-138) 118 (97-138) 0.566
C-noHDL (mg/dl) 144 (123-170) 144 (122-167) 0.392
TG (mg/dl) 161 (119-220) 144 (107-196) 0.0002
Tamafio HDL 0.34 +.08 0.34 +.08 0.259
Tamafio LDL 1.19 (1.06-1.3) 1.22 (1.09-1.40) 0.003
apoB (mg/dl) 96 (80-115) 94 (76-115) 0.127
apoAl (mg/dl) 137 (118-158) 133 (113-154) 0.015
indice apoB/apoAl 0.71 (0.55-0.88) 0.72 (0.55-0.90) 0.787
CT/C-HDL 4.3 (3.4-5.3) 4.3 (3.5-5.2) 0.681
C-LDL/C-HDL 2.6 (1.9-3.3) 2.7 (2.1-3.4) 0.141
TG/C-HDL 3.6 (2.2-5.4) 3.2(2.1-5.1) 0.046
ALT (U/L) 24 (18-34) 24 (18-33) 0.417
AST (U/L) 25 (20-30) 25 (21-30) 0.680
GGT (U/L) 28 (19-43) 27 (18-42) 0.444
Glucosa (mg/dl) 91 (85-100) 90 (84-99) 0.101
AGL (meg/L) 0.57 (0.44-0.70) 0.56 (0.43-0.70) 0.555
RITA 9.4 (6.3-14.3) 9.6 (6.1-14.1) 0.775
HOMA-RI 3.9 (2.7-6.1) 3.9 (2.7-5.7) 0.432
PCRas (mg/L) 1.4 (0.8-3.3) 1.6 (0.8-3.1) 0.763
Adiponectina (pug/ml) 8.1 (4.8-12.8) 8.1 (5.1-12.3) 0.938
Obesidad (%) 325 29.7 0.199
Ob. Central (%) 81.9 82.2 0.909
Diabetes (%) 15.9 12.1 0.045
Hiperinsulinemia (%) 57.2 59.6 0.386
RI (%) 63.5 62.6 0.714
GAV (%) 57.1 57.8 0.805
HG (%) 335 33 0.834
HTA (%) 10 9.8 0.940
SM (%) 45.3 43 0.403

Los valores se muestran como media + DE 6 mediana (rango intercuartil).Abreviaturas; C-total: colesterol total, C-HDL: colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad, C-LDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad, C-noHDL: colesterol de no HDL, TG: triglicéridos, apoB: apolipoproteina B,
apoALl: apolipoproteina A1, ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, GGT: gamma glutamil traspeptidasa, AGL: acidos grasos
libres, RITA. Resistencia a la insulina del tejido adiposo, HOMA: modelo de homeéstasis para evaluar resistencia a la insulina, PCRas: Proteina C-
reactiva de alta sensibilidad. Ob central; obesidad central, HI; hiperinsulinemia, RI; resistencia a la insulina, EH; esteatosis hepdatica; HTA; hipertension
arterial, SM; sindrome metabdlico.
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El analisis de los depdsitos de grasa abdominal en funcién del polimorfismo C-514T se muestra en

la Tabla 6. La cantidad de GAT, GAV y GAS fue similar en los grupos estudiados.

Tabla 6. Depdésitos de grasa abdominal segun el genotipo de la LH

Variable TT CT+CC Pdom
(n=492) (n=976)

Grasa total (cm?) 440 (357-543) 434 (348-533) 0.358

Grasa visceral (cm?) 150 (111-193) 149 (109-192) 0.701

Grasa subcutanea (cm?) 287 (221-357) 278 (208-359) 0.369

La asociacién del polimorfismo C-514T con higado graso se analizé bajo todos los modelos de

herencia (aditivo, dominante y recesivo) mediante un analisis de regresién logistica ajustado por

edad, género e IMC. No se observo asaciacion del polimorfismo C-514T con la presencia de higado

graso (Tabla 7) bajo ningin modelo.

Tabla 7. Asociacion del polimorfismo C-514T con el higado graso

Modelo Genotipo OR (95% CI) p*

Aditivo TIT 1.0 0.72
CIT 0.93 (0.72-1.21)
ci/C 1.05 (0.76-1.46)

Dominante TIT 1.00 0.79
C/T-C/IC 0.97 (0.76-1.23)

Recesivo T/T-CIT 1.00 0.53
ci/C 1.1 (0.82-1.47)

*Ajustado por género, edad e IMC

La asociacion del alelo de riesgo T con

DM2, HTA, hipertrigliceridemia (HTG),

hipoalfalipoproteinemia (HA), SM, RI, GAV elevada y CAC se analizé bajo los tres modelos de

herencia mediante andlisis de regresion logistica ajustado por género, IMC y edad. La asociacién

fue significativa solo en el modelo dominante (Tabla 8). Los portadores del genotipo TT tienen
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alrededor de 40% mas riesgo de presentar DM2, HTG, y CAC >1y 20% menos riesgo de presentar
HA en comparacion con los portadores del alelo C, independiente del IMC, género y edad.

La asociacion entre el alelo de riesgo y CAC permanecié aun después de ajustar por C-HDL, TG,
insulina, tensién arterial diastélica y presencia de diabetes CAC >1 [RM 1.44 (1.07-1.93

Pdom=0.015]. No se observé asociaciéon con la HTA, Rly SM.

Tabla 8. Asociacion del polimorfismo C-514T con comorbilidades de la obesidad

Variable dependiente RM (95% CI) Paom*
Diabetes mellitus tipo 2 1.42(1.04-1.97) 0.029
Hipertensién arterial 1.20(0.93-1.54) 0.154
Hipertrigliceridemia 1.36 (1.09-1.71) 0.006
Hipoalfalipoproteinemia 0.78 (0.63-0.98) 0.036
Resistencia a la insulina 0.97 (0.75-1.26) 0.834
Grasa visceral elevada 0.89 (0.68-1.17) 0.437
Sindrome metabdlico 1.05 (0.83-1.33) 0.637
Calcio arterial coronario >1 1.44 (1.08-1.92) 0.012

Modelo dominante TT vs CT+CC. *ajustado por edad, género e IMC. Resistencia a la insulina evaluado por: HOMA>p75;
GAV elevada: GAV>p75.

Para comprobar si existe asociacién del polimorfismo C-514T con los parametros clinicos y
metabolicos evaluados en poblaciéon mexicana, se realizé un andlisis de regresion lineal utilizando
los modelos lineales generalizados ajustados por edad, género e IMC. (Tabla 9). Se observé
asociacion independiente y positiva del alelo de riesgo T con las concentraciones de triglicéridos,

apoAl y negativa con el tamafio estimado de LDL. La asociacion con C-HDL fue marginal.
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Tabla 9. Asociacién de la variante -514T con parametros metabdlicos

Variable dependiente B (1C95%) Pdom*
apoAl 0.030 (0.004-.057) 0.025
C-HDL 0.026 (-0.002-.053) 0.066
Tamafio de LDL -0.040 (-0.074-0.009) 0.011
Triglicéridos 0.068 (0.015-0.121) 0.012

*Ajustado por edad, género e IMC. Modelo dominante TT vs CT+CC, ApoAl, Triglicéridos y C-HDL fueron
trasformados logaritmicamente.

Numerosos estudios han evaluado la interaccion entre el polimorfismo y la dieta sobre los lipidos,
principalmente la interacciéon entre el polimorfismo y la grasa en las concentraciones de C-HDL,
TG asicomo en el tamafio y distribucién de las particulas de HDL. Sin embargo no se ha evaluado
en poblacién mexicana si otro macronutrimento por ejemplo carbohidratos interacciona con el
polimorfismo para afectar las concentraciones de los lipidos, insulina, PCR, adiponectina, indices
HOMA-RI, RITA, ApoB/apoAl y los tamafios de las particulas de LDL y HDL. En este estudio se
evalué la interaccién de la variante -514T con el consumo de grasa y carbohidratos en las
variables metabdlicas mencionadas anteriormente. Se dividié a la poblacién por consumo
elevado de grasa total (=30%) ya que a este punto de corte se han reportado interacciones en
otras poblaciones y poder evaluar si al menos en los lipidos se observaba lo reportado en otros
estudios. Se evaluaron las diferencias en los parametros metabdlicos segun el genotipo;
unicamente se encontré diferencia estadisticamente significativa en TG y el tamafio de LDL
(Figura 4). En comparacion con los portadores del alelo C, cuando existe una ingesta mayor al
30% de grasa total, los homocigotos TT tienen menor tamaio de LDL (Figura 4 panel A). Por otro

lado, cuando consumen menos del 30% de grasa, tienen mayores concentraciones de TG (figura

4, panel B). Respecto al consumo de carbohidratos, se dividié a la poblaciéon por consumo
elevado de carbohidratos (255%), al igual que en el consumo elevado de grasa se observaron

diferencias estadisticamente significativas solamente en tamafio estimado de LDL y las
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concentraciones de TG. Los homocigotos TT que consumen <55% de carbohidratos, tienen
menor tamafio de LDL y mayores concentraciones de TG respecto a los portadores del alelo C
(Figura 4, panel C y D). En los otros pardmetros metabdlicos evaluados no se observaron
diferencias significativas. No se observaron interacciones significativas entre el polimorfismo y el
consumo de carbohidratos o grasa total en los pardmetros metabdlicos evaluados. (Figura 4).

Figura 4.Concentraciones de TG y tamafio estimado de LDL de acuerdo al genotipo segun
el consumo de grasay carbohidratos).
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Medias ajustadas por edad, género e IMC. Los valores marcados con a y b son diferentes del otro grupo con
una p<0.05y p<0.001, respectivamente. El valor p de interaccién se obtuvo en el modelo de regresién.

En otras poblaciones se ha encontrado interaccién entre el alelo T y el consumo de grasa saturada
en las concentraciones de HDL. No se ha reportado si esta interaccién afecta otras variables
metabdlicas como las que se evaluaron en este estudio. Se evalué la posible interaccion de la

variante -514T con el consumo elevado de grasa saturada (mayor al 10%) en los parametros
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metabdlicos evaluados en esta poblacién. En ninguna de las variables metabélicas se observaron

diferencias en los valores medios cuando se compararon a los homocigotos TT vs los portadores
del alelo C estratificando de acuerdo al consumo de grasa saturada. Sin embargo, cuando se
evalué la interaccion entre el polimorfismo y el consumo de grasa saturada sobre las variables
metabdlicas, solo se observé interaccion estadisticamente significativa sobre las concentraciones
deinsulinay el indice HOMA-RI (p =0.023). Cuando la ingesta es mayor al 10% de grasa saturada,
los portadores homocigotos TT tienen menores concentraciones de insulina y menores valores del
indice HOMA-RI.

Figura 5. Concentraciones de insulina y HOMA-RI de acuerdo al genotipo segun el
consumo de grasa saturada.
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Medias ajustadas por edad, género e IMC, el valor p para interaccion se obtuvo en el modelo de regresion.
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11. DISCUSION
Los resultados de este trabajo muestran que el polimorfismo C-514T se asocia con mayor riesgo

de presentar aterosclerosis subclinica evaluada por la presencia de CAC asi como HTGy DM2
y no se asocia a la presencia de RI, EH y SM después de ajustar por factores confusores. Es
importante destacar que este es el primer estudio que reporta asociacion del polimorfismo C-514T
con la presencia de CAC en poblacién mexicana sin antecedentes familiares de enfermedad
cardiovascular.

En la poblacion mexicana la frecuencia del alelo T (57%), es una de las mas altas reportada hasta
el momento y similar a la reportada en poblacién peruana® (56%). Nuestros datos muestran por
primera ocasion en poblacibn mexicana que el polimorfismo C-514T se encuentra en fuerte

desequilibrio de unién con los polimorfismos rs1077834 y rs2070895.

Asociacién del polimorfismo con ECV:

La asociacion del polimorfismo C-514T con la ECV tanto clinica como subclinica ha sido
contradictoria. En hombres con diagnostico de enfermedad arterial coronaria prematura (EAC) el
alelo T se asoci6 con la presencia de EAC®, mientras que en otro estudio de seguimiento a nueve
afios el alelo T no se asocié con riesgo de infarto agudo al miocardio.®® La asociacién con
marcadores de aterosclerosis subclinica como presencia de CAC e incremento en el grosor de
intima media carétida ha sido menos explorada. Hokanson y colaboradores? reportaron en
diabéticos tipo 1 la asociacién gen dosis-dependiente del polimorfismo C-514T con la presencia
de CAC, esta asociacion fue independiente de las concentraciones de C-HDL. El presente estudio,
es el primero en reportar la asociacién del polimorfismo C-514T con la presencia de CAC en
poblacion sin antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular prematura; la asociacion fue
independiente de la edad, genero, IMC, presion arterial diastélica, insulina, C-HDL, TG y presencia
de diabetes. Estos resultados concuerdan con lo observado por Hokanson, y sugieren que la

variante -514T del gen de la lipasa pudiera ser un marcador genético que ayude a identificar
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sujetos con mayor riesgo de ECV, con el objetivo de implementar medidas de prevencion primaria

para reducir o retardar la aparicion de enfermedad cardiovascular.

Asociacién de la variante -514T con la presencia de higado graso:

Dada la alta prevalencia de exceso de peso (sobrepeso y obesidad) que enfrenta el pais, las
comorbilidades asociadas a esta patologia van en aumento en forma paralela. De tal manera,
identificar genes candidatos de susceptibilidad para el desarrollo de esteatosis hepética resulta
relevante en nuestra poblacion. La prevalencia de esteatosis (33%) observada en el presente
trabajo es mas alta a la reportada en otro estudio realizado poblacion asintomatica residente de la
Ciudad de México, ellos reportaron una prevalencia de 14.3% % . Las diferencias en las
prevalencias pudieran deberse a varias razones tales como: diferencias en las poblaciones

estudiadas, la forma de seleccion y la metodologia empelada para realizar el diagnéstico de HG.

El polimorfismo C-514T se ha asociado con concentraciones elevadas de insulina y aumento de
TG intrahepaticos.'® Sin embargo son escasos los estudios a nivel mundial que han analizado si
el polimorfismo C-514T se asocia a la presencia de higado graso. Estudios realizados en poblacién
asiatica,*”%” mostraron que la frecuencia del alelo T fue mayor en el grupo control en comparacion
con el grupo con higado graso (Alelo T; HG= 37% vs Control= 45%; p<0.05), los autores sugieren
que la variante -514T disminuye la susceptibilidad para la presencia de higado graso. Nuestros
datos no mostraron asociacion entre el polimorfismo C-514T y la esteatosis hepatica, de manera
similar a lo observado en poblacion asiatica. Esta falta de asociacion tal vez podria ser explicada
ademas por interacciones gen-gen o gen-ambiente. Se han reportado otros SNPs en genes
candidatos que se asocian a higado graso (1148M de PNPLA3, APOC3) o resistencia al insulina
(ADIPOR1)*®. PNPLA3 es muy frecuente en poblacion mexicana y la asociacion con el higado
graso es muy fuerte, esta asociacién podria estar opacando el efecto del alelo T de la lipasa

hepatica. Por otro lado los SNP de ADIPORL tienen una fuerte interaccion con el ambiente para
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el desarrollo del higado graso®®. La presencia de estas otras variantes podria afectar el efecto de

la LH sobre la acumulacion de triglicéridos en el higado.

Asociacién de la variante -514T con lipidos plasméaticos y comorbilidades de la obesidad

Los estudios en poblacién caucésica, afroamericana y asiatica han reportado que el alelo T se
asocia a concentraciones altas de C-HDL y TG, también se ha descrito que esta asociacion es
modulada por el tipo de sujetos de estudio, raza, género, dieta y tamafio de muestra. En nuestra
poblacion el polimorfismo C-514T se asocid con riesgo elevado para la presencia de HTG y menor
riesgo de presentar HA sin embargo, no se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de C-HDL en funcion del genotipo aunque se observa una tendencia de los
homocigotos TT a tener concentraciones mas altas de C-HDL en comparacion con los portadores
del alelo C. Probablemente el que no hayamos observado diferencias ni asociacion con las
concentraciones de C-HDL como ha sido reportado, este dado por las diferencias de raza, los
resultados del presente estudio son similares a los reportados en poblaciéon peruana®, en los
cuales tampoco se observaron diferencias significativas en las concentraciones de C-HDL.

La lipasa hepatica cataliza la hidrélisis de triglicéridos y fosfolipidos en lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL) y LDL. El tamafio de LDL y su densidad se asocian inversamente con la actividad
de la LH. El alelo -514T del promotor del gen de la LH se asocia a menor actividad de la lipasa
hepética y presencia de particulas LDL grandes vy flotantes!®. La actividad de la LH no se ha
asociado con, concentraciones plasmaticas de C-LDL sin embargo, cuando los factores que
afectan la actividad de la LH se modifican por cambios en el estilo de vida o intervencién
farmacologica, inducen cambios significativos en el tamafio y densidad de la particula. Los
resultados del presente estudio muestran que los homocigotos TT tienen particulas de LDL
significativamente mas pequefas en comparacion con los portadores del alelo C y esta asociacion
fue significativa, esto es contrario a lo reportado. Una posible explicacién a los resultados

anteriores es que, se ha reportado que el polimorfismo C-514T se asocia con lipoproteinas
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enriquecidas en TG*? ademas del aumento en las concentraciones plasmaticas de C-HDL y TG.
Cuando las VLDL estan enriquecidas en TG la actividad de la lipasa lipoproteica (LPL) aumenta
generando IDL de menor tamafio pero enriquecidas en TG, estos al momento de ser hidrolizados
por la LH generaran LDL pequefias y densas a pesar de la disminucién en la activad de LH dada
por la presencia del alelo T. Se ha reportado que las LDL pequefias y densas incrementan el riesgo
de enfermedad cardiovascular, debido a que permanecen mas tiempo en el espacio subendotelial
y son mas susceptibles a ser oxidadas, lo que favorece la migracién de macrofagos y su cambio
fenotipico a células espumosas que se acumulan en el subendotelio y dan lugar a la placa
ateromatosa.

El principal determinante de la aterogenicidad de la LH es la concentracion de LDL pequefas y
densas por otro lado, la diabetes se asocia al incremento en el nimero de LDL pequefias y densas.
Los estudios que han evaluado si el polimorfismo C-514T se asocia a DM2 son escasos. En 522
sujetos de ambos sexos con intolerancia a la glucosa, provenientes del estudio Finnish DPS®8, se
observé que el polimorfismo G-250A, que se encuentra en fuerte desequilibrio de union con el C-
514T del gen de la LH, el genotipo G-250G predice la conversion de intolerancia a la glucosa a
DM2. En nuestro estudio la prevalencia de diabetes fue mas alta en los homocigotos TT en
comparacion con los portadores del alelo C y la asociacion del polimorfismo C-514T con la
presencia de diabetes fue estadisticamente significativa e independiente de la edad, género e IMC.
Nuestros resultados irian en contra de lo reportado en el estudio Finnish sin embargo, la poblacién
del estudio Finnish era una poblacion con alto riesgo mientras que la de nosotros es una poblacion
de sujetos sanos. La asociacion del polimorfismo C-514T con la diabetes debe confirmarse en

poblaciones similares.

Interaccion del polimorfismo C-514T con dieta:

Se ha reportado la interaccion del polimorfismo C-514T con la dieta sobre concentraciones de C-
HDL, principalmente con el consumo de grasa.***% °. Framingham, la presencia del alelo T
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correlacion6 con concentraciones de C-HDL altas y mayor tamafio de HDL solo en sujetos que
consumia menos de 30% de la ingesta de grasa. Ademas los sujetos TT que consumian una dieta
alta en grasa presentaron concentraciones mayores de TG que sus contrapartes que consumian
dieta baja en grasa. Sin embargo, en nuestro estudio no se observé interaccion entre el
polimorfismo C-514T y los componentes de la dieta sobre concentraciones de TG. Zhang y
colaboradores, reportaron que en varones diabéticos el alelo T se asocié con concentraciones
elevadas de C-HDL solamente con peso normal y con un consumo de grasa saturada mayor o
igual al 30% de las Kcal totales. Tai y colaboradores estudiaron una poblacién multiétnica.
Unicamente en los indios se observo que la interaccion entre grasa total y el polimorfismo C-514T
modulé las concentraciones de C-HDL. Nettleon y colaboradores estudiaron una cohorte de
caucasicos y afroamericanas y reportaron interaccion entre el polimorfismo y la ingesta de grasa
sobre las concentraciones de C-HDL solo en la poblacion afroamericana. Todo lo anterior,
demuestra que existen diferencias en el tipo de poblacion estudiada, el género y la etnia de cada
uno de los estudios, y pueden explicar los resultados contradictorios. Esto apoya que en nuestra
poblacion no se haya encontrado interaccion entre la ingesta de grasa ¢ carbohidratos con
polimorfismo C-514T sobre las concentraciones de TG y el tamafio de LDL a pesar de que se
observaron diferencias entre los genotipos.

En la esteatosis hepatica, esta presente la resistencia a la insulina y es un importante predictor del
desarrollo de esta enfermedad. El exceso en la ingesta de carbohidratos y grasa favorece el
incrementé de glucosa, acidos grasos libres e insulina en circulacién. En individuos sanos,
concentraciones elevadas de TG en el higado dan lugar a un incremento en la produccién y
secrecion de VLDL sin embargo, en pacientes con higado graso o esteatohepatitis, este
incrementd en la exportacion de grasa via VLDL puede fallar o ser insuficiente®. Una dieta alta en
grasa saturada se asocia a resistencia a la insulina® que podria desencadenar el desarrollo de
esteatosis hepética. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que los homocigotos TT tienen
menores concentraciones de insulina y HOMA-RI cuando consumen 210% de grasa saturada y la
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interaccion entre el polimorfismo C-514T y la ingesta de grasa saturada sobre las concentraciones
de insulina y el HOMA-RI fue significativa (0.023). Lo anterior podria explicar la falta de asociacion
del polimorfismo del con la presencia del higado graso.

Este trabajo tiene algunas fortalezas. Se realizé una amplia caracterizacion de variables clinicas y
metabdlicas realizadas con métodos estandarizados. La poblacion fue equilibrada en la
distribucion del género.

El presente estudio tiene algunas limitaciones: 1) No se evalu0 la actividad enzimatica de la lipasa
hepatica, para comprobar que efectivamente los portadores del alelo T tienen disminuida la
actividad sin embargo, la mayoria de los estudios de asociacién han reportado que afecta la
transcripcién de la enzima. 2) El diagnéstico de EH se establecié por TAC y exclusion de otras
causas de enfermedad hepética crénica, pero no se confirmé por el estandar de oro que es la
biopsia hepética. Sin embargo se ha mostrado correlacion significativa entre el IAH:B en la TAC y
el grado histolégico de la esteatosis.” 3) La Rl se estimé utilizando el HOMA-RI y no el estandar
de oro que es la pinza euglucémica-hiperinsulinémica; no obstante el HOMA-RI ha mostrado ser
una técnica confiable para evaluar sensibilidad a la accién de la insulina’™. 4) Es un estudio tipo

transversal por lo tanto no se puede establecer causalidad.
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12. CONCLUSIONES

Los hallazgos de este trabajo muestran que en poblacién adulta mexicana, hay una alta
prevalencia tanto de esteatosis hepatica como de la frecuencia del alelo de riesgo T. En poblacion
mexicana asintomatica y sin antecedentes de ECV, el polimorfismo C-514T del gen de la LH se
asocia a la presencia de CAC y puede ser un marcador para detectar personas con mayor
susceptibilidad a desarrollar enfermedad cardiovascular. El polimorfismo C-514T no se asocio a
la presencia de higado graso pero existe una interaccioén entre este polimorfismo y el consumo de
grasa saturada que afecta la concentracion de insulina y el HOMA-RI. Estos resultados deben ser

confirmados en otros estudios.
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