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RESUMEN

Antecedentes. Tanto en estudios clinicos como en epidemioldgicos, los niveles
bajos de colesterol HDL (HDL-c) han sido asociados con un incremento en el
riesgo de enfermedad coronaria, enfermedad vascular cerebral isquémica,
diabetes tipo 2 (DT2) y distintos tipos de cancer. Las HDL (lipoproteinas de alta
densidad) poseen multiples funciones, entre las que destaca el transporte de
colesterol de células periféricas hacia el higado (proceso conocido como
transporte reverso del colesterol, eliminando asi el exceso de colesterol de las
células), como secretagogos de insulina en células B y como antioxidantes. Las
HDL son particulas de distinto tamafio, composicion quimica y funcion y se
dividen en las siguientes subfracciones: 2a, 2b, 3a, 3b y 3c. El transportador del
casete de unién a ATP A1 (ABCA1) tiene un papel fundamental en el primer paso
del transporte reverso del colesterol, transfiriendo colesterol celular y fosfolipidos
a las apolipoproteinas pobres en lipidos. Ciertas variantes genéticas en el gen
ABCA1 se asocian con bajas concentraciones plasmaticas de HDL-c. La variante
geneética rs9282541 (R230C) esta presente casi de forma exclusiva en
poblaciones amerindias y ha sido asociada con niveles bajos de HDL-c
(hipoalfalipoproteinemia), DT2 y con otros rasgos metabdlicos. Por otro lado, el
polimorfismo rs2422493 (-565C/T) muestra una alta frecuencia en nuestra
poblaciéon y también ha sido asociado a hipoalfalipoproteinemia en otras
poblaciones. Estas dos variantes segregan de forma independiente, de ahi la
importancia de estudiar el efecto combinado de estas variantes en sujetos de la

poblacion mexicana.

Objetivos. Los objetivos principales de esta tesis fueron i) caracterizar los rasgos
clinicos y de laboratorio de los individuos con las variantes genéticas rs9282541 y
rs2422493 del gen ABCAT; ii) evaluar el efecto combinado de ambas variantes
sobre los niveles de HDL-c y el riesgo a DT2; iii) evaluar la actividad del promotor
de ABCAT1 in vitro con y sin el alelo de riesgo del polimorfismo rs2422493 (i.e.,
alelo T vs. alelo C); iv) determinar los efectos de las HDL totales y subfracciones
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de HDL sobre la secrecion de insulina y flujo de salida de colesterol en una linea

de células B.

Métodos. Se realiz6 un analisis de senderos con la informacién recolectada de
3,303 mestizos mexicanos para evaluar las contribuciones especificas de las
variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen ABCA1, la resistencia a la
insulina, el indice cintura-talla (ICT), asi como la edad, sobre los niveles
plasmaticos de HDL-c y el riesgo de DT2. Los participantes se clasificaron en 4
grupos de acuerdo a su estado de portador de las dos variantes de ABCAT: i) el
grupo de referencia se considerd al portador de ambos alelos de tipo ancestral
para las dos variantes (denominado como —/-); ii) +/— son los portadores de la
variante rs2422493, pero no portadores de la rs9282541; i) —/+ son los
portadores de la rs9282541, pero no de la rs2422493; y iv) portadores de los
alelos menores (de riesgo) de ambas variantes (+/+). Para controlar por ancestria
se utilizaron los componentes principales (CP) de 2 estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) previos. Adicionalmente,
evaluamos el efecto funcional de la variante rs2422493 (-565C/T) sobre la
actividad del promotor del gen reportero pGL4 en la linea celular HeLa. Por ultimo,
aislamos HDL totales y subfracciones de HDL 2a, 2b, 3a, 3b y 3c del plasma de
individuos sanos para determinar su funcionalidad con respecto a secrecion de
insulina usando concentraciones bajas, fisiologicas y altas de glucosa y
evaluamos el flujo de salida de colesterol mediado por las HDL nativas humanas,
en la linea celular MIN-6.

Resultados. En las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los cuatro grupos,
identificamos que los valores plasmaticos de HDL-c fueron gradualmente mas
altos en el grupo —/— comparado con el —/+ y +/+ (p<0.01). Por su parte, el grupo
que tuvo mayor frecuencia de hipoalfalipoproteinemia fue el +/+. El analisis de
senderos mostro efectos indirectos significativos sobre el riesgo de DT2 mediado
por los niveles plasmaticos de HDL-c en los grupos —/+ y +/+ (8=0.04; p=0.03 y
B=0.06; p<0.01, respectivamente) en comparacion con el grupo de referencia —/—.
Las bajas concentraciones HDL-c estuvieron directa y significativamente
asociadas con incremento en el riesgo de DT2 (8=-0.70; p<0.01). EI ICT, sexo

masculino, edad y resistencia a la insulina también estuvieron asociados a un
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mayor riesgo de DT2 (p<0.05). No identificamos efectos directos significativos de
ninguno de los grupos por alelos de ABCA1 sobre el riesgo de DT2 (p=0.99,
p=0.58 y p=0.91 para los grupos +/—, —/+ y +/+, respectivamente). En cuanto al
efecto que la variante rs242293 tuvo sobre la actividad del promotor de ABCA1, el
constructo del plasmido reportero pGL4 que contenia la secuencia alélica de
riesgo (T) tuvo una actividad significativamente menor que el constructo que
contenia la secuencia alélica C (p<0.001). La funcionalidad de las HDL medida a
través de la secrecion de insulina en la linea celular MIN-6 mostré que la
incubacion con estas en presencia de baja glucosa, incrementd al doble la
liberacion de insulina, mientras que la incubacidén con altas concentraciones de
glucosa y HDL la incrementé cinco veces comparada con los controles. Las
células MIN-6 también mostraron mayor secrecion de insulina y de flujo de salida
de colesterol al estimularlas con subfracciones de HDL 2a, 2b, 3a, 3b y 3c,
comparadas con sus respectivos controles; sin embargo, no detectamos

diferencias entre las subfracciones.

Conclusiones. La variante rs9282541 (R230C) del gen ABCA1 esta asociada al
riesgo de DT2 en mexicanos a través de su efecto sobre la disminucion de las
concentraciones plasmaticas de HDL-c. Por lo tanto, los niveles de HDL-c actuan
como factor intermedio entre la variante R230C de ABCA1 y la DT2. A pesar de
que en los ensayos in vitro la variante rs2422493 disminuy6 la actividad del
promotor de ABCA1, ésta no tuvo efecto aparente sobre las variables clinicas y
bioquimicas estudiadas. Las concentraciones en plasma de HDL-c son tan
importantes como su funcionalidad, ya que las HDL son capaces de
desencadenar la secrecidn de insulina, tanto en condiciones de glucosa baja,

fisiologica o alta.
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1. INTRODUCCION

Los bajos niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
(hipoalfalipoproteinemia) han sido extensamente identificados como un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular (1). También se ha
demostrado que esta dislipidemia puede ser factor de riesgo para el desarrollo de
la diabetes tipo 2 (DT2) y a su vez, la DT2 promover la disminucion en los niveles
plasmaticos de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c). Tanto la
hipoalfalipoproteinemia como la DT2 son condiciones muy prevalentes asociadas
con alta morbilidad y mortalidad en la poblacion mexicana (2, 3). Ambas
patologias estan fuertemente influenciadas tanto por el estilo de vida (4, 5), como
por factores genéticos (6, 7). De particular interés es el descubrimiento de
variantes genéticas que tienen efecto sobre varios rasgos metabdlicos, incluyendo
la hipertrigliceridemia (8, 9), la hipoalfalipoproteinemia (10, 11, 12), la obesidad
(13) y la DT2 (14). Entre tales variantes genéticas, el polimorfismo rs9282541
(R230C) (que se encuentra casi de forma exclusiva en poblaciones amerindias)
ha sido asociada con bajas concentraciones de HDL-c (10, 11, 15, 16), obesidad
(15) y DT2 (14). Por otra parte, la sustitucion de citosina (C) por timina (T) en la
posicion -565 (rs2422493) del gen ABCA1, también ha sido relacionada con
hipoalfalipoproteinemia (17). Estas dos variantes genéticas son prevalentes en
mexicanos, rs2422493 y rs9282541, con frecuencias del alelo menor de 0.5 y
0.11, respectivamente.

La proteina ABCA1 participa en la sintesis inicial de las HDL principalmente
en el higado a través de la union con la apolipoproteina A1 (apoA-I) (1, 18, 19),
pero también lo hacen transfiriendo el colesterol de las células periféricas a las
apoA-|l pobres en lipidos (20, 21). En modelos animales se ha mostrado que la
disfuncion de la proteina ABCA1 conlleva a la alteracién en la funcién de las
células 3, a través de la disminucion en el flujo de salida (eflujo) de colesterol (22),
contribuyendo de esta forma a la disminucion en la secrecion de insulina. Estudios
epidemiologicos sugieren que los bajos niveles plasmaticos de HDL-c es factor de
riesgo para el desarrollo de la DT2 incidente (23-25). También ha sido
previamente reconocido que las HDL pueden promover la sintesis y secrecion de
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insulina (26, 27). Sin embargo las HDL se consideran un grupo de particulas
heterogéneas que varian en composicion y tamafo, y debido a esta
heterogeneidad sus propiedad y funciones no pueden inferirse directamente por
las concentraciones plasmaticas de HDL-c (1).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Lipotoxicidad de célula B

Actualmente es ampliamente reconocida la relacion que existe entre los altos
niveles plasmaticos de acidos grasos libres y otras alteraciones de la regulacion
del metabolismo de los lipidos, con la disfuncion de las células 3, que pueden
conducir al desarrollo de la DT2 (28). Los acidos grasos son combustibles
fisiolégicos para las células [, pero pueden volverse toxicos a altas
concentraciones intracelulares y durante un tiempo prolongado. Las
consecuencias de la exposicion cronica a los acidos grasos elevados incluyen la
secrecion alterada de insulina y de la supervivencia celular (29). Sin embargo, los
mecanismos moleculares por los cuales los acidos grasos deterioran la funcion de
las células B no se entienden completamente. En este sentido existen evidencias
sobre la alteracidén en la oxidacion de la glucosa, la acumulacion de metabolitos
intracitosdlicos, la p-oxidacidn mitocondrial deteriorada y otras formas de
disfuncion mitocondrial. La mayoria de estos posibles mecanismos de toxicidad
de acidos grasos se basan en la nocidn de que estos macronutrientes son téxicos
solo en presencia de hiperglucemia crénica (29, 30).

Recientemente, el interés cientifico se ha centrado en los posibles efectos
toxicos del colesterol sobre la funcidn de las células B (31). El colesterol es un
macronutriente con distintas funciones dentro y fuera de las células.
Intracelularmente, el colesterol se puede encontrar como un componente
estructural de las membranas plasmaticas y en los microdominios ricos en
colesterol de la membrana, donde esta desempefia un papel fundamental en la
exocitosis de distintas particulas (32). El colesterol participa también en la
biogénesis de vesiculas secretoras de la red trans-Golgi (33).

Se requiere un receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) para la
absorcion de colesterol en las células B pancreaticas (34). El exceso de colesterol
intracelular proporcionado principalmente por el influjo de colesterol proveniente

de las LDL puede inducir disfuncién de células 3 (34) y promover la reduccién en
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la secrecion de insulina en respuesta a concentraciones basales y altas de
glucosa (35). También puede causar apoptosis a través de la generacion de
estrés oxidativo (36, 37), con produccion de radicales libres, asi como necrosis,
que se observa como picnhosis y organulos y membranas alterados en las células
B (38).

El exceso de colesterol intracelular esta directamente relacionado con la
secrecion reducida de insulina estimulada por glucosa (39). Este exceso de
colesterol intracelular se puede observar en los granulos de insulina, lo que
conduce a agrandar la morfologia de los granulos y a una remodelacion alterada
de la membrana, cambiando las propiedades del granulo (39). No obstante, los
modelos experimentales muestran que la secrecion de insulina se puede
normalizar mediante la disminucion de colesterol intracelular (35, 40).

El estudio del transportador de casete de union a ATP, subfamilia A,
miembro 1 (ABCA1) proporciona fuerte evidencia del papel del metabolismo del
colesterol en la funcion de las células B (31). ABCA1 media la secrecidn de
colesterol y fosfolipidos a la apolipoproteina pobre en lipidos apopoliproteina A-I
(apoA-l) (18). El modelo de raton que carece de expresion de ABCA1
especificamente en las células B, proporciond evidencia sobre la existencia de
lipotoxicidad inducida por colesterol en las células 3, lo que resulté en intolerancia
a la glucosa y disminucion de la secrecion de insulina inducida por la glucosa,
tanto la primera, como la segunda fase. Esta secrecion de insulina alterada fue
aun mayor en los islotes que carecen tanto de ABCA1 como del transportador de
casete de union a ATP, subfamilia G, miembro 1 (ABCG1). Interesantemente,
estos ratones también presentaron una mayor expresion de interleucina-13 e
infiltracion de macrofagos, y como consecuencia, una notable inflamacioén de los
islotes. Sin embargo, solo los ratones que carecian de ABCA1 exhibieron
acumulacion de esteroles intracitosolicos (41) y presentaron alteraciones en la
organizacion de microdominios de membrana, especificamente con respecto a la
organizacion del aparato de Golgi y la morfologia del granulo de insulina. También
se observo disminucion del calcio intracitosolico que evocaria la despolarizacion,
asociandose asi con alteracién de la secrecion de insulina (40). El exceso de
colesterol también disminuye la actividad glucoquinasa (35).

Se ha demostrado que ABCG1 y el transportador de casete de union a
ATP, subfamilia G, miembro 4 (ABCG4) promueven el flujo de colesterol hacia
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HDL, tanto a subclases pequefias (HDL3) como grandes (HDL2), pero no a
apolipoproteinas pobres en lipidos (como apoA-l) (42), lo que sugiere que estos
dos transportadores operan en una fase posterior del flujo de salida de colesterol
(mecanismo observado en células HEK 293). ABCG1 se encuentra en la
membrana plasmatica, el aparato de Golgi, en el reciclaje de endosomas (43) y en
los granulos de insulina (44). Cuando se aumenta la transcripcion del gen ABCG1,
se incrementa el flujo de salida colesterol de macréfagos, particularmente hacia
las HDL (43).

2.2 ABCA1

La proteina ABCA1 media la secrecidn de colesterol libre y fosfolipidos hacia un
aceptor extracelular, apoA-l, para formar HDL. Mecanismo que ha sido
extensamente estudiado en macréfagos, aunque también se lleva a cabo en
células que expresan la proteina ABCA1 (se expresa en forma ubicua). ABCA1
transfiere lipidos no solo entre membranas, sino también dentro de las
membranas con el objetivo de organizar y reorganizar los microdominios

membranales y asi modular la proliferacion celular y la inmunidad (18).

2.2.1 Homeostasis de colesterol y ABCA1

El colesterol es un componente esencial de la membrana celular y es
indispensable para la proliferacion celular; sin embargo, la acumulacién excesiva
de colesterol es toxica para las células y el almacenamiento excesivo en tejidos
periféricos causa aterosclerosis. El exceso de colesterol en tejidos periféricos es
transportado de regreso al higado por las HDL. Ya que el colesterol no puede ser
catabolizado en tejido periféricos, la formacién de las HDL es la unica via por la

cual el exceso de colesterol es removido de las células periféricas (19).

2.2.2 Gen ABCA1

La secuencia del gen ABCA1 en humanos incluye 1,453 pares de bases (pb) del

promotor, 146,581 pb de intrones y exones, y 1 kb de la regién 3" flanqueada. La
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secuencia del gen ABCA1 se expande 149 kb y se compone de 50 exones. Se
han identificado ademas sesenta y dos secuencias repetitivas Alu en los intrones
1 al 49. El sitio de inicio de la transcripcion esta 315 pb rio arriba de un codén de
inicio (metionina) y codifica un marco de lectura abierto de 6,783 pb (45).

2.2.3 Regulacion transcripcional de ABCA1

El flujo de salida de colesterol mediado por ABCA1 esta altamente regulado a
nivel transcripcional. En células periféricas, como macrofagos y fibroblastos, la
expresion del gen ABCA1 esta aumentada cuando estas células tienen exceso de
colesterol. Esta respuesta esta mediada por los receptores nucleares X hepaticos
ay B (LXRa y LXRB), cuyos ligandos son metabolitos de esteroles como 22-(R)-
hidroxicolesterol, 24-(S)-hidroxicolesterol, 27-hidroxicolesterol y 24-(S),25-
epoxicolesterol. LXRB se expresa ubicuamente, mientras que LXRa lo hace
principalmente en higado, tejido adiposo, glandulas adrenales, intestino,
pulmones, rifiones y células de origen mieloide. La expresidon de LXRa de
humanos esta altamente regulada y de hecho puede ser autoregulada. Por otro
lado el LXRB de humanos esta establemente expresado incluso en la ausencia de
colesterol. En estado basal, los heterodimeros LXRf y receptor X retinoide (RXR)
estan unidos a elementos de respuesta X hepaticos (LXREs) en los promotores
de genes diana. Cuando el colesterol se acumula en las células, las
concentraciones intracelulares de oxiesteroles incrementa; posteriormente, LXR[
es activado por medio de la unién a oxiesteroles, estimulando asi la transcripcion
de ABCA1y de LXRa (18).

En el primer intron del gen ABCA1 se ha identificado una region que
responde a la proteina de union al elemento regulador de esteroles 2 (SREBP2),
la cual esta involucrada en la regulacion de la expresion de ABCA1 en el higado.
También, se ha localizado el MiR-33, un micro RNA intrénico localizado en el gen
que codifica a SREBP2 y modula la expresion de ABCA71 a nivel post-
transcripcional (18).

El gen ABCAT1 tiene multiples sitios de union a factores de transcripcion
que juegan un papel muy importante en el metabolismo de lipidos (45) (figura
2.2.3). Una elaborada red de regulacion transcripcional modula la sintesis de
colesterol y flujo de salida de este, para mantener la homeostasis de colesterol.
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Figura 2.2.2. Localizacién de sitios potenciales de unién a factores de transcripcioén
en el gen ABCA1 (modificada de Santamarina-Fojo, 2000.)

2.2.4 Regulacion post-traduccional de la actividad de ABCA1

El flujo de salida de colesterol mediado por ABCA1 también esta altamente
regulado a nivel post-traduccional. Ya que el colesterol es un componente
esencial de las células, la eliminaciéon excesiva puede resultar en la muerte
celular. Por lo tanto, la habilidad de degradar rapidamente ABCA1 con el objetivo
de prevenir la eliminacion excesiva también es importante. Las proteinas ABCA1
se degradan rapidamente, con una vida media de 1-2 h. Varias proteinas, como
al-sintropina, P1-sintropina, calmodulina y apoA-l, interacttan con ABCA1

reduciendo su velocidad de degradacion.

La degradaciéon de ABCA1 se puede llevar a cabo por medio de distintas vias:

1. La proteina ABCA1 presente en la superficie celular es endocitada vy
reciclada de regreso a la membrana plasmatica o bien, es entregada a los
lisosomas a través de la degradacion de endosomas tempranos y tardios.

2. La proteasa calpaina degrada a ABCA1 directamente en la membrana
plasmatica, especialmente cuando apoA-I no esta unida a ABCA1.

3. ABCA1 también es degradada a través de la via ubiquitina-proteosoma
(18).
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2.2.5 Proteina ABCA1

La proteina ABCA1 se localiza principalmente en la membrana plasmatica, pero
también se encuentra en los compartimientos intracelulares. Se han propuesto
dos distintos mecanismos que median la formacion de HDL mediada por ABCA1:
en el primero, ABCA1 media la formacion del complejo de apoA-I con fosfolipidos
y colesterol en la superficie celular [modelo de superficies celular], y el segundo
se refiere a que apoA-l se une a ABCA1 en la superficie celular, posteriormente el
complejo ABCA1/apoA-I es internalizado. EI complejo apoA-l/lipido se forma en
los endosomas tardios (probablemente por la actividad via ABCA1, para
posteriormente ser re-secretado por exocitosis [modelo de retro-endocitosis]) (18).

La proteina ABCA1 tiene 2,261 aminoacidos (masa, 254.3 kDa), y es
considerada como un transportador completo que contiene dos dominios de unién
a nucleotidos (DUNSs) distribuidos en series con dos dominios que abarcan la
membrana — dominios extracelulares (DECs). Los DUNs de los transportadores
ABC estan altamente conservados. Cada DUN contiene tres elementos de
secuencia altamente conservados (los motivos Walker A y Walker B y el motivo
firma) que tienen un papel critico en la union e hidrdlisis de nucleétido y en la
provision de energia de los transportadores para translocar sus substratos entre
las membranas celulares (figura 2.2.5). Los transportadores ABC usan la energia
derivada de la hidrdlisis/union de ATP a DUNs para translocar una amplia
variedad de sustratos y proteinas entre las membranas biolégicas intra vy
extracelulares (19).

DEC DEC
Extracelular

itz L
4!

L

C
N Intracelular

Walker A Motivo Walker B DUN DUN
firma

Figura 2.2.5. Estructura esquematica del transportador ABCA1 (modificada de Li G,
2013).
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2.2.6 Variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen ABCA1

El gen ABCA1 presenta varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en
secuencias tanto codificantes como no codificantes que podrian influenciar su
expresion (46). De particular interés para la poblacion mexicana son las variantes
genéticas rs2422493 y rs9282541, ya que ambas han sido asociadas con
hipoalfalipoproteinemia (la dislipidemia con mayor prevalencia en mexicanos); asi
como con factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular,
obesidad, hipertrigliceridemia y DT2 (8-17). El SNP rs2422493 se localiza en la
region del promotor de ABCA1, en la posicion -565 (anteriormente designada -
477), transicion de una citosina por una timina en la posicion 104928714 del
cromosoma 9 (47) (figura 2.2.6.1). Por otra parte el polimorfismo rs9282541 se
refiere a la sustitucion de una arginina por una cisteina en la posicion 230 de la
proteina ABCA1, ubicada en el dominio extracelular 1 (transicion de una citosina
por timina en la posicion 104858554 del cromosoma 9, exon 7 del gen ABCAT)
(48) (figura 2.2.6.2).

Figura 2.2.6.1. Secuencia genémica que precede al exén 1 del gen ABCA1 de
humanos. El sitio de inicio de la transcripcion esta indicado con una flecha. Los
sitios de unién a factores de transcripcién se marcan con rectangulos. El SNP
rs2422493 se encuentra ubicado dentro de un cuadro rojo. (modificada de

Langmann, 2002).
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Figura 2.2.6.2. Diagrama de ABCA1 y andlisis estructural de DEC1. Las flechas
rojas en A, B y C estan senalizando el sitio donde se ubica el SNP R230C de
ABCA1. A. Diagrama topolégico de la proteina ABCA1. DEC, dominio extracelular;
DUN, dominio de unién a nucleétido; R1y R2, dominios reguladores. B. llustraciéon
topolégica del dominio extracelular 1. C. Estructura secundaria del dominio
extracelular 1. Los dominios estdn coloreados igual en la figura A y B. (modificada
de Qian H, 2017).
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2.3 HDL

En estudios observacionales se ha identificado una relacion inversa entre los
niveles plasmaticos de HDL-c y el riesgo de enfermedad coronaria, infarto
cerebral, DT2 y algunos tipos de cancer.

La concentracién en plasma de HDL-c es considerada como un marcador no
funcional que estima el numero de particulas HDL y su tamafio; sin embargo, este
subrogado es incapaz de descifrar la composicion heterogénea de las HDL, y por
lo tanto su funcionalidad (1).

2.3.1 HDL y subclases de HDL

Las HDL conforman una familia de lipoproteinas densas, pequefias y ricas en
proteinas, comparadas con otras clases de lipoproteinas. Tienen un tamafo
promedio de 8-10 nm y densidad de 1.063-1.21 g/mL. Las particulas de HDL
tienen formas discoidales, son complejos pseudomicelares compuestos
principalmente de lipidos polares solubilizados por apolipoproteinas. Aunque
también contienen otras proteinas, incluidas enzimas, y pequefias cantidades de
lipidos no polares. Las proteinas de HDL pueden presentar varias isoformas y
sufrir modificaciones post-traduccionales. Como consecuencia de tan diversa
composicién, las particulas de HDL son muy heterogéneas en sus propiedades

estructurales, quimicas y bioldgicas (49).

Las subclases de HDL pueden dividirse de acuerdo a su densidad, tamafio,

forma, y composicidn de proteina y lipidos (1, 50) (tabla 2.3.1 y figura 2.3.1).
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2015).

Densidad (ultracentrifugacion)
HDL2 (1.063-1.125 g/mL)
HDL3 (1.125-1.21 g /mL)

Densidad (ultracentrifugacion)
HDL2b (1.063-1.091 g/mL)
HDL2a (1.091-1.110 g/mL)
HDL3a (1.110-1.133 g/mL)
HDL3b (1.133-1.156 g/mL)
HDL3c (1.156-1.179 g/mL)

Tamano (EGG)
HDL2b
HDL2a
HDL3a
HDL3b
HDL3c

Tamano (RMN)
HDL grandes (8.8—-13.0 nm)
HDL medianas (8.2—-8.8 nm)
HDL pequenas (7.3-8.2 nm)

Forma y carga (gel de agarosa)
HDL-a (esféricas)
HDL-prep (discoidales)

Carga y tamaiio (electroforesis 2D)
HDL-prep (prep y prep.)
HDL-a (ai, az, a3 y 04)
HDL-prea (preay, predz, y preas)

Composicion de proteina (electroinmunodifusion)
LpA-I
LpA-I:A-ll

Tabla 2.3.1. Clasificacién de las subclases de HDL (modificada de von Eckardstein,
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Forma de la particula

Discoidales
(pre-beta) Esférica
(alfa)

Composicion de apolipoproteina

A-1 HDL A-I/A-Il HDL

Tamaiio de la particula

© B e

J,
HDL 4 HOL,, HDL,, HDL,, HOL 5
ﬂ apoA-I| pobre en lipidos
(pre-beta)

Figura 2.3.1. Clasificacion de las subclases de HDL (modificada de van der Vorst
EPC, 2020).

2.3.2 Composicion de la HDL

La estructura fundamental de las particulas de HDL esta constituida por lipidos
anfipaticos (fosfolipidos y colesterol libre), lipidos no polares (triacilgliceroles y
ésteres de colesterol) y por apolipoproteinas, principalmente apoA-l y apoA-Il. Los
lipidos anfipaticos se organizan en una monocapa en la superficie de la
lipoproteina, presentando sus grupos polares hacia el medio acuoso. La
estabilidad de esta monocapa esta garantizada por las apolipoproteinas. Los
lipidos no polares son insolubles en un medio acuoso como el plasma y en
consecuencia se situan en el interior de las lipoproteinas, evitando asi las
interacciones con grupos polares, y garantizando el transporte de los lipidos en
plasma (51, 52) (figura 2.3.2).
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Figura 2.3.2. Principales componentes de la HDL (modificada de Ben-Aicha S,
2020).

2.3.3 Funciones de las moléculas HDL

Transporte reverso del colesterol

El transporte reverso de colesterol es el flujo de salida de colesterol desde los
tejidos periféricos hacia el higado, llevado a cabo por las particulas de HDL,
permitiendo mantener la homeostasis de colesterol y disminuyendo el riesgo de
desarrollo de aterosclerosis. Las particulas de HDL no so6lo participan en el
transporte reverso de colesterol, sino que ademas ejercen un efecto protector
sobre el organismo a través de multiples capacidades que involucran a diferentes
componentes lipidicos o proteicos de las HDL o bien que se encuentran
asociados a estas lipoproteinas en el plasma.
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Propiedades Antioxidantes

El estrés oxidativo es una importante condicion de riesgo en el desarrollo de
enfermedad cardiovascular, ya que induce la formacién de LDL oxidadas pro-
aterogénicas. Las HDL proveen una potente proteccién contra el dafo oxidativo
producido por los radicales libres presentes en las LDL, inhibiendo la generacion
y/o facilitando la degradacion de lipidos oxidados pro-inflamatorios. Esta
capacidad anti-oxidante de las particulas de HDL se debe a la presencia de
enzimas como la PON1 que inhibe la modificacién oxidativa de las particulas de
LDL. PON1 cataliza la degradacion de los acidos grasos oxidados presentes en
los lipidos de las LDL, evitando asi una respuesta inflamatoria caracterizada por
produccion de citoquinas y adhesion de monocitos a la superficie endotelial.
Ademas, esta enzima reduce directamente la peroxidacion lipidica dentro de las
placas ateromatosas coronarias y carotideas. La actividad de PON1 asociada a
las HDL se encuentra reducida en enfermedades con elevado estrés oxidativo,
como la enfermedad coronaria, las dislipidemias, diversos procesos inflamatorios,

diabetes y ciertas neuropatias (53).

Funcién Antiplaquetaria

La formacién de un trombo como consecuencia de una placa ateromatosa
inestable seria el evento responsable del inicio de la gran mayoria de los
sindromes coronarios agudos. El fendmeno trombotico estd determinado por
distintos elementos (factor tisular, microparticulas apoptéticas, monocitos
circulantes) que modulan la trombogenicidad de la placa y la sangre. Asimismo, la
activacion de las plaquetas y de la cascada de coagulacion esta influenciada por
las particulas de HDL. Las HDL inhiben la produccion de factor tisular, evitando la
generacion de material pro-coagulante e impiden que el fibrinbgeno se una a las
plaquetas. Ademas, se sabe que la formacidn de trombina se inhibe

dramaticamente en presencia de las HDL (53).

Actividad Antiapoptotica

El fendmeno de apoptosis consiste en una muerte celular programada que forma

parte de diversas condiciones patoldgicas, incluyendo la aterosclerosis. Se ha
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demostrado que las particulas de HDL inhiben el proceso apoptético en las
células endoteliales, mediante el bloqueo de la via mitocondrial de la apoptosis. El
tratamiento de las células endoteliales con HDL previene la disipacién del
potencial de la membrana mitocondrial, la liberacion de especies reactivas de
oxigeno, la liberacién de citocromo C hacia el citoplasma y la activacion de las

caspasas 9y 3 (53).

Propiedad Antiinflamatoria

La LDL oxidada y sus componentes modificados inducen la sintesis de citoquinas,
mediadores inflamatorios y factores de crecimiento que pueden alterar el
comportamiento de las células endoteliales. Una de las primeras manifestaciones
de la disfuncion endotelial es la expresidon de moléculas de adhesion celular
(ICAM y VCAM) que promueven el reclutamiento de leucocitos hacia la pared
vascular. Los macrofagos y los linfocitos T localizados en la intima del vaso
sanguineo inician el proceso inflamatorio que eventualmente se convierte en un
proceso nocivo contribuyendo a la progresion de la arteriosclerosis. La exposicion
de las células endoteliales a HDL reconstituidas hace estas células resistentes a
la sintesis de moléculas de adhesion inducida por citoquinas (53).

2.3.4 Metabolismo de la HDL

El metabolismo de las HDL inicia con la produccion y secrecion de la apoA-l, la
principal proteina de las HDL, en el higado (70%) y en el intestino (30%). Una vez
en el plasma, la apoA-l pobre en lipidos (HDL naciente) interacciona con células
obteniendo colesterol y fosfolipidos en una reaccion mediada por la proteina
ABCA1. Esto resultara en la formacion de HDL pequefas, pobres en lipidos,
discoidales y con migracion pref. Posteriormente, el colesterol presente en las
HDL discoidales sera esterificado por medio de la enzima lecitin colesterol
aciltransferasa (LCAT), formando ésteres de colesterol. Ya que estos ésteres de
colesterol son altamente hidrofébicos, no pueden permanecer en la superficie de
las HDL donde podrian estar en contacto directo con el plasma. Por lo tanto, estas
particulas se colocan y acumulan en el centro de las HDL, formando un centro

lipidico. Este proceso transformara la HDL discoidales con migracién pref3 en HDL
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esféricas con migracion a, que son la particulas que se encuentran el plasma
(HDL3 y HDLZ2). Inicialmente, estas particulas esféricas de HDL que se han
formado contienen solamente dos apoA-l por particula. Sin embargo, sufren un
extenso remodelamiento por varios factores, cambiando asi su composicidon vy
tamafo. Por ejemplo, las HDL pequenas y esféricas pueden incrementar su
tamano al tomar mas colesterol libre de tejidos periféricos por medio del eflujo de
salida de colesterol de los transportadores ABCG1 y SR-B1, y posteriormente
esterificando el colesterol por la enzima LCAT. Después de todo el anterior
proceso, las particulas de HDL contienen de 3 a 4 moléculas de apoA-l.
Adicionalmente la proteina transferidora de fosfolipidos (PLPT) puede transferir
fosfolipidos de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones a
las HDL, contribuyendo aun mas al remodelado. Esta transferencia de fosfolipidos
puede desestabilizar la apolipoproteina, resultando en fusion de la particula
remanente y formacion de una particula HDL mas grande con migracién a, y
enseguida puede sufrir un intercambio de constituyentes con lipoproteinas que
contienen apoB (VLDL vy lipoproteinas de baja densidad (LDL) via la proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CETP). El efecto neto de la CETP es la
transferencia de ésteres de colesterol de HDL a lipoproteinas que contienen
apoB, a cambio de triacilgliceroles, generando asi HDL rica en triacilgliceroles.
Esta transferencia mediada por CETP dara como resultado la transicion de
particulas grandes con migraciones alfa (HDL2) en particulas mas pequefias de
migracion alfa (HDL3). Ademas, esta transicion puede ser causada por la
absorcion de ésteres de colesterol mediada por SR-B1 por el higado, o por
hidrolisis de triacilgliceroles por la lipasa hepatica o la lipasa endotelial. La accion
combinada de la CETP y lipasas finalmente resulta en reduccion del tamafo de
las HDL, acompafnada de pérdida parcial de apoA-l. Esta apoA-I sin lipidos, se
excreta por los rifiones o0 se recicla, para nuevamente interactuar con el
transportador ABCA1 y asi comenzar un nuevo ciclo de lipidacion (50, 54) (figura
2.3.4).
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Figura 2.3.4. Metabolismo de las HDL (modificada de van der Vorst EPC, 2020).

2.4 Diabetes tipo 2

2.4.1 Prevalencia

La DT2 es una enfermedad cronica que resulta en morbilidad significativa, muerte
prematura y representa una gran carga econdmica para cualquier sistema de
salud (55). Existen distintas estimaciones sobre el numero de personas con
diabetes, realizadas por diferentes organizaciones alrededor del mundo, entre
ellas la OMS. Esta organizacién publicd estimaciones para los afios 2000 y 2030,

usando datos de 40 paises y los extrapold a los 191 paises miembros de la OMS
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(56). Otras estimaciones han sido publicadas por la Federacion Internacional de
Diabetes (FID) e incluyen los 216 paises de las Naciones Unidas. De acuerdo a la
FID, globalmente hubo 463 millones de personas (9.3%) con esta enfermedad en
2019, y el 80% de ellas pertenecian a paises de bajos y medianos ingresos. Se
estima que para el ano 2045, alrededor de 700 millones o el 10.9% de la
poblaciéon mundial tendra DT2 (55). En 2015, México fue el segundo pais de
América Latina y el décimo en el mundo en cuanto a la prevalencia de esta
enfermedad (57).

La prevalencia en México se incrementd de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016
de acuerdo a datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio
Camino 2016 (58). La DT2 es la segunda causa de muerte en nuestro pais, con el
15.4% de muertes, sin embargo, esta enfermedad representa la primera causa de
muerte en el grupo de 45 a 65 afios de edad, tanto en mujeres como en hombres
(59).

2.4.2 Definicion

La diabetes es una enfermedad caracterizada por alteraciones en la glucemia,
resultado de defectos en la secrecién de insulina, resistencia a esta hormona o
por ambos (55). Los pacientes con DT2 muestran una disminucion en la funcion
de células B pancréaticas e incapacidad para secretar insulina entre 10 a 12 afos
previos al inicio de la DT2, asi como una disminucion del 50% de la funcién
normal del islote pancreatico al momento del establecimiento del diagnostico (60).
La funcion deficiente de la insulina conlleva a anormalidades en el metabolismo
de los hidratos de carbono, grasas y proteinas en los tejidos diana de esta
hormona (55).

2.4.3 Etiologia
La etiologia de la DT2 esta asociada con la interaccion entre genes y medio
ambiente. Se ha demostrado que tener un familiar de primer grado con DT2

incrementa de 2 a 4 veces la probabilidad de desarrollar esta enfermedad en el
transcurso de su vida. Existe 40% de riesgo de padecer esta enfermedad cuando
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uno de los padres la tiene; y cuando ambos la tienen, este riesgo aumenta a 70%
(55).

También causas ambientales o epigenéticas de DT2 son evidentes en
ausencia de concordancia en gemelos monocigaoticos.

La patogenia de la diabetes puede verse influenciada por disbiosis de la
microbiota intestinal, en donde los patégenos o metabolitos especificos
producidos por las bacterias intestinales tienen efectos perjudiciales sobre vias
metabdlicas de importancia para esta patologia (55).

También se considera una enfermedad relacionada al estilo de vida,
encontrandose de forma mas prevalente en individuos con obesidad, hipertension
arterial, y otros factores de riesgo cardiovascular, que en su mayoria podrian ser

prevenidos o tratados antes de ocasionar dafio mas extenso.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes tipo 2 se considera un problema de salud a nivel mundial, el cual
presenta un gran impacto epidemioldgico en la poblacién mexicana, ocupando los
primeros lugares de mortalidad y morbilidad en este pais. Esta enfermedad se
presenta con hiperglucemia derivada de la resistencia a la insulina y/o falta de
produccion de la misma. La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas
frecuente en mexicanos, y se considera un factor de riesgo asociado al desarrollo
de diabetes tipo 2.

Existen variantes genéticas que han sido asociadas tanto con diabetes tipo
2, como con hipoalfalipoproteinemia, algunas de ellas se han encontrado
exclusivamente en la poblacion mexicana y otras tienen una elevada frecuencia
en nuestra poblacidn. Entender la interrelacidn entre las variantes genéticas y los
factores de riesgo asociados a la diabetes tipo 2 y a los bajos niveles plasmaticos
de colesterol de las HDL, podria ayudar a identificar a los individuos susceptibles
a padecerlas, asi como a la generacidén de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de la DT2.

Los niveles plasmaticos de colesterol de las HDL no son un indicador de la
funcionalidad de las moléculas de HDL. A pesar de existir informacién relacionada
a la funcionalidad de las HDL, aun hay muchos aspectos que faltan por resolver,
particularmente su uso como secretagogos de la insulina y en menor medida
como particulas que colaboran al flujo de salida de colesterol en tejidos
periféricos.

Son estos vacios del conocimiento los que se han vuelto preguntas de
investigacion y que se intentaran contestar, en la medida de los posible, en el
presente trabajo de tesis.
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4. HIPOTESIS

- Las variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen ABCA1 se asocian con
hipoalfalipoproteinemia y DT2.

- Las HDL totales y subfracciones incrementan el flujo de salida de colesterol y

secrecion de insulina de células L.

35



5. OBJETIVOS

. Determinar las frecuencias de las variantes genéticas -565C/T y R230C del
gen ABCA1 de todos los individuos incluidos en el estudio (estudios de
poblacion).

. Documentar el efecto de las variantes genéticas -565C/T y R230C del gen
ABCA1 sobre los niveles plasmaticos de HDL-c (estudios de poblacion).

. Determinar el efecto de las variantes genéticas -565C/T y R230C del gen
ABCA1 sobre el riesgo de diabetes tipo 2 y otros rasgos metabdlicos
asociados (estudios de poblacion).

. Evaluar la diferencia en la actividad del promotor del gen ABCA1 entre el
genotipo -565 C y el -565 T (actividad del promotor).

. Evaluar la funcionalidad como secretagogos de insulina de las moléculas
de HDL vy subfracciones de HDL, aisladas de individuos sanos
(funcionalidad de HDL).

. Evaluar la funcionalidad en torno al flujo de salida de colesterol de las
moléculas de HDL y subfracciones de HDL, aisladas de individuos sanos
(funcionalidad de HDL).
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6. METODOLOGIA

El disefio metodologico se dividid en tres secciones, basandonos en los objetivos
planteados en el presente trabajo. La primera parte se refiere a los estudios de
poblacion con las variantes genéticas -565C/T y R230C del gen ABCAT, la
segunda esta enfocada a los ensayos de actividad del promotor del gen ABCA1
con la variante -565 C/T, y la tercera a la funcionalidad (secrecion de insulina y
eflujo de colesterol) de las HDL y sus subfracciones.

6.1 Metodologia empleada para los estudios de poblacion con las variantes
genéticas -565C/T y R230C del gen ABCA1

6.1.1 Tipo de estudio

Estudio observacional y transversal.

6.1.2 Criterios de selecciéon

Se invitd a participar a individuos que tuvieran al menos 18 afos de edad al
momento del inicio del estudio. La mayoria de los participantes con DT2 se
reclutaron de la consulta externa de la clinica de diabetes, perteneciente al
Departamento de Endocrinologia y Metabolismo del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). El grupo control (individuos sin
DT2) fue constituido por empleados de dependencias gubernamentales, de 45

afos o0 mayores.
6.1.3 Recoleccion de datos clinicos y de laboratorio
Se empled un cuestionario estandarizado y estructurado para compilar datos de

los individuos con respecto a la demografia, antecedentes y factores de riesgo
relevantes para el desarrollo de DT2.
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* Diabetes tipo 2
El diagndstico de DT2 se realiz6 tomando en cuenta los criterios basados en la
American Diabetes Association (61):
— Glucemia en ayuno de 126 mg/dL (7.0 mmol/L), 6
— Examen de hemoglobina A1c de 6.5% o superior, 6
— Prueba de tolerancia a la glucosa oral igual o mayor a 200 mg/dL (11.1
mmol/L) posterior a 2 dos h, 6
— Glucemia plasmatica igual o mayor a 200 mg/dL (11.1 mmol/L) en
pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica.
Si alguno de los criterios 1-3 fue considerado positivo para el diagnodstico de
DT2, este se confirmo repitiendo el examen de laboratorio.

* Hipoalfalipoproteinemia
El diagnostico de hipoalfalipoproteinemia se realizé tomando en cuenta los niveles
plasmaticos de HDL-c y el sexo:

- Mujeres con niveles menores a 50 mg/dL (1.3 mmol/L)

- Hombres con niveles menores a 40 mg/dL (1.04 mmol/L)

* Estatus de hipertensién
Se consideré como hipertension arterial cuando la presion arterial sistolica fuera
igual o mayor a 140 mm/Hg, y/6 la presion arterial diastdlica igual o mayor a 90

mm/Hg, de acuerdo al octavo reporte de la Joint National Committee (JNC) (62).

Para los analisis bioquimicos, se obtuvieron muestras de sangre de los

participantes, con ayunode 9a 12 h.

La glucemia plasmatica se cuantificé usando el método oxidasa de glucosa.
Las concentraciones de colesterol total, colesterol de las HDL vy triacilglicéridos
fueron medidos usando un autoanalizador para laboratorio clinico (Synchron.
Beckman Co.). El colesterol de las LDL se estimdé a partir del colesterol total,
utilizando la formula descrita por Friedewald af al. (63): Colesterol LDL =
colesterol total — (colesterol HDL + triacilglicéridos/ 5) en mg/dL.
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El ADN gendmico se extrajo a partir de muestras de sangre total, usando el
kit comercial QlAamp 96 DNA Blood kit (Qiagen, EUA). Las variantes genéticas
rs2422493 y rs9282541 fueron genotipificadas usando sondas Tagman.

El componente de etnicidad fue calculado a partir de los componentes
principales (CP), ya que todos los individuos habian participado en al menos un

estudio de asociacion al genoma completo (GWAS).

Tabla 6.1.4. Descripcion de las variables de estudio y su escala de medicién.

Variable Definicién operacional Tipo Escala de medicién Indicador
Anos de vida que tiene el | Cuantitativa/ Razén Anos
Edad sujeto al momento del continua
estudio
Sexo Mujer/hombre Cualitativa Nominal/dicotémica Mujer/hombre
Peso Determinacion del peso | Cuantitativa/ Razén Kilogramos
mediante balanza continua
Talla Estatura del sujeto Cuantitativa/ Razoén Metros
medido con estadiémetro continua
Circunferencia Perimetro abdominal a | Cuantitativa/ Razén Centimetros
abdominal nivel del ombligo continua
Presion arterial Fuerza que ejerce la Cuantitativa/ Razén Milimetros de mercurio
sistélica sangre contra la pared continua
arterial durante la sistole
Presion arterial Fuerza que ejerce la Cuantitativa/ Razén Milimetros de mercurio
diastélica sangre contra la pared continua
arterial durante la
diastole
Indice de masa Kilogramos de masa Cuantitativa/ Razén Kilogramos/metros
corporal dividido entre la talla en continua cuadrados
metros al cuadrado
Indice cintura talla Perimetro abdominal Cuantitativa/ Razoén Cintura/talla
dividido entre la estatura continua
Glucemia en ayuno Concentracion de Cuantitativa/ Razoén mmol/L
glucosa libre en sangre, continua
suero o plasma
Insulina en ayuno Concentracién de Cuantitativa/ Razén mmol/L
insulina en sangre, suero continua
0 plasma
Colesterol total Concentracién de Cuantitativa/ Razén mmol/L
colesterol en plasma continua
sanguineo
Colesterol HDL Concentracién de Cuantitativa/ Razén mmol/L
colesterol contenido en continua
las HDL del plasma
sanguineo
Colesterol LDL Concentracion de Cuantitativa/ Razén mmol/L
colesterol contenido en continua
las LDL del plasma
sanguineo
Triglicéridos Concentracion de Cuantitativa/ Razén mmol/L
triglicéridos contenido en continua
el plasma sanguineo
HOMA-IR Indice de resistencia a la | Cuantitativa/ Razoén Insulina*Glucosal22.5
insulina continua
Estatus de hipertension | Presion arterial elevada Cualitativa Nominal/dicotémica Hipertenso/normotenso
Estatus de Niveles de HDL-c bajos Cualitativa Nominal/dicotomica Hipoalfalipoproteinemia/n
hipoalfalipoproteinemia o hipoalfalipoproteinemia
Estatus de DT2 Diagnéstico de DT2 Cualitativa Nominal/dicotémica Diabético/no diabético
Variante genética Genotipo de la variante Cualitativa Nominal Genotipo: CC,CToTT
rs2422493 genética estudiada
Variante genética Genotipo de la variante Cualitativa Nominal Genotipo: CC,CToTT
rs9282541 genética estudiada

39



6.1.5 Agrupacion de los participantes de acuerdo al estado de portador de las

variantes genéticas

Los participantes fueron agrupados de acuerdo a su estado de portador de las

variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen ABCA1, de tal manera que

formaron cuatro grupos. El signo “+” es usado para describir a los portadores de

uno o dos alelos de riesgo, ya sea en estado homocigoto o heterocigoto.

I.

Ii.

Grupo -/- fue tomado como el de referencia, y engloba aquellos individuos

que tienen alelos de tipo ancestral para ambas variantes del gen

ABCAT1.

Grupo +/- son los individuos portadores solo de la variante rs2422493 (-
565C/T), pero no portadores de la variante rs9282541 (R230C).

iii. Grupo -/+ son los individuos portadores exclusivamente de la variante

rs9282541, pero no portadores de la rs2422493.

iv. Grupo +/+ pertenece a los individuos portadores de ambas variantes,

rs2422493 y rs9282541.

Los cuatro grupos anteriores se describen con mayor detalle a continuacioén:

Las 4 combinaciones de las variantes genéticas rs2422493 (-565C/T) y
rs9282541 (R230C) de ABCA1 se estudiaron como sigue:

Grupo -/-

Grupo +/-

Grupo -/+

Grupo +/+

Portadores de: Dos alelos ancestrales de la variante
rs2422493 / Dos alelos ancestrales de la variante rs9282541.
Portadores de: Uno o dos alelos de riesgo de la variante
rs2422493 / Dos alelos ancestrales de la variante rs9282541.
Portadores de: Dos alelos ancestrales de la variante
rs2422493 / Uno o dos alelos de riesgo de la variante
rs9282541.

Portadores de: Uno o dos alelos de riesgo de la variante
rs2422493 / Uno o dos alelos de riesgo de la variante
rs9282541.
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6.1.6 Analisis estadistico

Las caracteristicas demograficas y clinicas fueron descritas y comparadas entre
los 4 cuatro grupos antes mencionados. Las diferencias se evaluaron de acuerdo
a la distribucién de las variables y numero de grupos evaluados como sigue: para
variables cuantitativas no paramétricas distribuidas en dos grupos se uso la
prueba U de Mann-Whitney, y para tres o mas grupos Kruskal-Wallis. En el caso
de variables cuantitativas paramétricas distribuidas en dos grupos fue usada la
prueba t de Student, y para tres o mas grupos se utilizé ANOVA. La prueba de
chi-cuadrada se uso para evaluar las diferencias entre proporciones. La prueba de
Bonferroni fue usada para la correccion de multiples comparaciones.
También evaluamos las frecuencias genotipicas de ambas variantes genéticas de
ABCA1.

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado en controles sanos usando la
prueba de chi-cuadrada. El desequilibrio de ligamiento fue evaluado usando la
estadistica r~.

Al tener disponibles tanto los CP de GWAS anteriores [GWAS-TG (64) y
GWAS-DT2 (65)], asi como el porcentaje de ancestria Nativa-Americana de 484
individuos (previamente obtenido por calculo de ascendencia global), se calculé la
correlacion entre los CP de GWAS-DT2 y el porcentaje de ancestria Nativa-
Americana. Se calcul6 y determiné una alta correlacion entre los CP GWAS-TG y
los de GWAS-DT2. Como resultado de lo anterior, se obtuvo un unico indice de
ancestria y se utilizé para ajustar por estratificacion de la poblacidn.

Se uso el analisis de senderos (también conocido como path analysis) para
evaluar los efectos directos e indirectos de la variantes genéticas de ABCA1 y de
las variables HDL-c y DT2. Ya que la variable mediadora (HDL-c) no fue evaluada
bajo el disefio de casos y controles, se realizd6 el enfoque de prevalencia
ponderada sugerido por Vanderweele y Vansteelandt (66) con el fin de evitar un
potencial sesgo de estimacion. El analisis de senderos es un método estadistico
multivariado que consiste en ecuaciones de regresion simultaneas, y que puede
incluir desenlaces de variables categoricas o continuas. Este método ha sido
empleado en estudios que evaluan la contribucion de variantes genéticas en

enfermedades metabdlicas, como el estudio Framingham (67, 68).
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El modelo de senderos tedrico se bas6 en los siguientes antecedentes:
asociacion de la variante R230C del gen ABCA1 con DT2 (14), asociacion del
alelo C230 de la variante rs9282541 con obesidad (15, 16) y la baja expresion de
ABCA1 con resistencia a la insulina en tejido adiposo visceral (69). Las variables
independientes fueron: edad, sexo, ancestria y las variantes de ABCA1 (dividido
en 4 grupos). Se consideraron como variables independientes: niveles séricos de
HDL-c, indice cintura-talla, HOMA-IR y DT2.

Ya que la variable DT2 es una variable dependiente dicotomica, se uso
parametrizacion Theta y el sesgo de errores estandar corregido se obtuvieron
mediante el enfoque de Bootstrap. En todos los casos, a pesar del valor de p, la
evaluacion de los efectos genéticos sobre DT2, HDL-c e indice cintura-talla,
fueron ajustados por ancestria. Fue evaluada la bondad de ajuste del modelo
final. Para los analisis anteriores usamos los software Mplus v.8.3 (70) y SPSS
Statistics v.25.

6.2 Metodologia empleada para evaluar la actividad del promotor del gen
ABCAT1 con la variante -565 C/T

La metodologia utilizada para alcanzar este objetivo se centré en la clonacion in
vivo. La cual se basa en insertar la region de interés del promotor de ABCA1
(inserto) en el plasmido pGL4 (vector), mediante un proceso denominado ligacion,
previamente linearizado con enzimas de restriccion (Xho | y Hind 1ll). Para que el
ADN recombinante (inserto + vector) se amplifiqué in vivo es necesario llevar a
cabo una transformacion en bacterias E. coli, para posteriormente purificarlo y
llevar a cabo la mutagénesis sitio dirigida. Posteriormente las células HelLa se
transfectaron con los constructos -565 C o -565 T, con el objetivo de evaluar la
actividad del promotor del gen ABCA1 con ambas construcciones.
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Figura 6.2. Representacion esquematica del proceso para evaluar la actividad del
promotor de ABCA1 (con los constructos -565C o -565T).

A continuacion se mencionan cada uno de los pasos con mas detalle:

6.2.1 Extraccion de ADN

Se obtuvo sangre total de un individuo, la cual fue usada para la extraccion de
ADN, que se realizé con el método comercial de columnas de silica (Qiagen), con
el que se obtuvo buen rendimiento, comparado con métodos manuales. El
volumen minimo de sangre empleado para la extraccion fue de 400 ulL. Se
cuantificd la concentracion de ADN en un espectrofotometro (Thermo Scientific
NanoDrop).

6.2.2 Disefio de oligonucleétidos

El disefio de los oligonucledtidos para la amplificacion de la region que contiene el
nucledtido de interés en el promotor del gen ABCA17 se realizé utilizando el
programa BLAST (del inglés, Basic Local Alignment Search Tool), de acuerdo con
la secuencia reportada en el genbank, y a lo publicado anteriormente (45). A estos
oligonucledtidos disefiados se les agregaron otros nucleétidos para el sitio de
reconocimiento de las enzimas restriccion Xho | y Hind Ill, para poder llevar a

cabo una doble digestion con ambas enzimas.
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Para el reconocimiento de enzimas de restriccion nos basamos en la informacion

obtenida por New England Biolabs:

Tabla 6.2.2. Endonucleasas usadas para la generacion de fragmentos de ADN.

Enzima Secuencia del oligo Porcentaje de escision
2h 20 h
Xho | CCGCTCGAGCGG* 10 75
Hind 11l CCCAAGCTTGGG* 10 75

*Sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion

Los oligonucledtidos disefiados posteriormente se analizaron con el
programa Oligo Analyzer 1.1.2, para evitar la formacién de auto-anillamientos, o
de bucles (del inglés loops).

Los disefios quedaron como sigue:

- Oligonucleotido sentido: CCGCTCGAGCGGAGGCAGTAGGTCGCCTATCA
- Oligonucleotido antisentido: CCCAAGCTTGGGCGGAGAAGGGGAGAAAACAA

6.2.3 PCR

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se usaron los siguientes reactivos:
- Master mix: Tag ADN polimerasa, buffer, dNTPs (desoxirribonucleotidos
trifosfatados) y MgCls.
- Oligonucledtido sentido.
- Oligonucledtido antisentido.
- MgCls.
- Agua ultrapura (miliq)

Condiciones para la amplificacion en termociclador:
1. Inicio de desnaturalizacién: 95 °C, 7 min
2. Desnaturalizacion: 95 °C, 30 s
3. Alineamiento: 56 °C, 30 s
4. Extension: 72°C, 30 s
5. Extension final: 72 °C, 10 min

Pasos 2-4 por 35 ciclos.
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Posteriormente se verificaron los productos de PCR con electroforesis en geles de

agarosa al 1%. Se us6 bromuro de etidio para su visualizacion.

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Carril 1. Marcador de peso molecular
Carril 2. Producto de PCR individuo 1
Carril 3. Producto de PCR individuo 1
Carril 4. Producto de PCR individuo 2
Carril 5. Producto de PCR individuo 2
Carril 6. Producto de PCR individuo 2
Carril 7. Producto de PCR individuo 3

: Carril 8. Producto de PCR individuo 3
C e ——— - Carril 9. Control negativo

| U

Figura 6.2.3. Productos de PCR en gel de agarosa al 1%. Tamano de la secuencia
del promotor de ABCA1 de 700 pb.

6.2.4 Secuenciacion de fragmentos de PCR

Realizamos la secuenciacion a partir de los tres amplicones anteriores, con la
finalidad de obtener el que seria usando para la clonacion, preferiblemente el que

tuviera el genotipo homocigoto C/C en la posicion -565 del gen ABCAT.

La secuenciacion del producto de PCR se llevo a cabo usando el método Sanger.
Reactivos:

Big Dye

- Buffer Big Dye

- Amplicén (previamente purificado)

- Oligonucledtido sentido 6 antisentido

- Agua ultrapura (miliq)

Procedimiento:
1. Colocar los tubos con la mezcla anterior en el termociclador, con las
siguientes condiciones:
1. Desnaturalizacion inicial: 96 °C por 5 min
2. Seguidos por 35 ciclos a:
- 95°C por10s
- 52°% por15s
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- 60 °C por 2 min

3. 60 °C por 3 min

4. Mantener a 4 °C hasta el siguiente paso

5. Purificacién de los productos

6. Secuenciacion de los productos

7. Revisar los nucleétidos de la secuencia (sentido y antisentido) con el
programa bioedit, y hacer un alineamiento con el gen de ABCAT.

A A
\‘ Al nofl
VL ,oa “ \ ‘I\ “‘

DA AR A A
l_j, \‘V‘L—\CJ«L—J . \,‘/-;LJJ_BJU\/‘ ,U | U.. j“‘— ‘IU’ J‘;“‘

Figura 6.2.4. Electroferograma que muestra la region de interés (sefalada con
flecha) de los tres amplicones secuenciados. A y B. Genotipo heterocigoto C/T.

C. Genotipo homocigoto C/C.

6.2.5 Clonacion
6.2.5.1 Digestion del inserto

El producto de PCR que se eligio para ser usado como inserto fue el que tenia el
genotipo C/C (figura anterior individuo 3). La digestion del producto de PCR se
realiz6 de dos maneras, para elegir la mas exitosa:

1. Se realizé una primera digestién con la endonucleasa Xho |, se purifico el
vector, y posteriormente se llevd a cabo la segunda digestion con la
segunda endonucleasa Hind Ill.

2. Se llevo a cabo una digestion simultanea con ambas endonucleasas al

mismo tiempo.
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Figura 6.2.5.1. Gel de agarosa al 1% que muestra las bandas del producto de PCR
digerido de 700 pb. C1 carril del marcador de peso molecular. C2 y C3: Doble

digestiéon simultanea del amplicon.

6.2.5.2 Digestion del vector

El vector que usamos aqui fue el pGL4 (identificacion completa: pGL4.10.). Este
es un vector basico que no tiene promotor, sin embargo contiene una region
amplia que permite la clonacion del promotor de eleccién.

La finalidad de esta digestion fue la de obtener el vector lineal (abierto)
para llevar a cabo la posterior ligacion. Para esta digestion se us6 la forma
simultanea, empleando ambas enzimas de restriccion Xho | y Hind IIl.

C1C2cC3 c4

Y

Figura 6.2.5.2. Gel de agarosa al 1% que muestra el vector pGL4.10. C1 carril del
marcador de peso molecular. C2: vector pGL4 previo a la digestion, mostrando
bandas que indican ADN circular, enrollado y superenrollado. C3: vector pGL4

parcialmente digerido. C4: vector pGL4 digerido (peso molecular: 4.2 kb ).
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6.2.5.3 Desfosforilacion del vector

Para la desfosforilacion usamos fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific), ya
que esta enzima elimina los fosfatos 5" del ADN, evitando que los extremos del
vector que quedaron abiertos se vuelvan a unir.

La mezcla para la desfosforilacién se realiz6 agregando 70 pyL de vector
pGL4 digerido y purificado, 8 pyL de buffer 10X y 3 yL de fosfatasa alcalina (3
unidades). Se incubo a 37 °C por 30 min, posteriormente se agregaron otros 2 L
de fosfatasa alcalina, se vuelve a incubar a 37 °C por 30 min, y finalmente se
purifico y cuantifico el vector en un espectrofotometro (Thermo Scientific
NanoDrop).

6.2.5.4 Ligacion

El vector pGL4 digerido, desfosforilado y purificado se ligd con el inserto mediante
la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen).

La relacion molar vector : inserto fue de 1:25. Los volumenes de reaccion fueron
de 20 pL, utilizando agua milq de 8.5-16 pL, 2 uL de buffer de ligacion 10Xy 1 yL
de T4 DNA ligasa.

6.2.6 Transformacion de bacterias electrocompetentes

El proceso de transformacién implica introducir el ADN recombinante en células
procariotas. Aqui utilizamos bacterias E. Coli XL1blue electrocompetentes.

Se agregaron 3 pL del ADN recombinante en un tubo de microcentrifuga que ya
contenia 50 pL de bacterias, y la mezcla se colocdé en las celdas del
electroporador (Electroporador BioRad), previamente enfriadas en hielo. El
electroporador se usé con las siguientes especificaciones: resistencia en 200, 1°
capacitancia 125 pFD, 2° capacitancia 25 uFD vy voltaje 2.5. Posterior al pulso
eléctrico, se resuspendieron las bacterias en 1 mL de medio SOC, se
centrifugaron y solo se usaron las bacterias que quedaron en parte inferior de
tubo, las cuales se sembraron en placas de petri con LB agar suplementadas con
ampicilina. Se incubaron a 37 °C durante 12 h.
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Las colonias de bacterias que crecieron en la caja de petri son las que
fueron exitosamente transformadas (las resistentes a la ampicilina).
Posteriormente se eligieron las colonias de bacterias para llevar a cabo la

incubacion e inoculacién, y asi aislar el plasmido (miniprep).

6.2.7 Aislamiento del vector: Miniprep

El aislamiento o purificacion de las clonas de ADN recombinante se llevé a cabo

con el método de lisis alcalina (Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System,

Promega):

1. Resuspension celular. Se obtuvieron bacterias con el ADN
recombinante a partir de la inoculacién e incubacion, las cuales
se resuspendieron y homogenizaron en 250 yL de solucion de
resuspension celular.

2. Lisis celular. Se agreg6é y homogenizé con 250 pL de la solucion de
lisis celular. Esperar hasta que la suspension celular se aclaro.

3. Lisis alcalina. Agregar y homogenizar con 250 pL de la solucion de
lisis alcalina. Incubar a temperatura ambiente por 5 min.

4. Neutralizacion. Se agrego y homogenizoé con 350 pL de la solucion
de neutralizacion. Se centrigufé a 14,000 rpm, durante 10 min, a
temperatura ambiente. Se transfirid el sobrenadante a una
columna y se volvio a centrifugar por un min.

5. Lavado. Se afadieron 750 uL de solucion de lavado y se centrifugo
durante 1 min, a tempratura ambiente.

6. Elucion. Se transfirid la columna a un tubo estéril de microcentrifuga

y se agregaron 100 uL de agua libre de nucleasas y estéril (aqua
miliq), se centrifugd a maxima velocidad, durante 1 min, a
temperatura ambiente. Se desech¢ la columna y almacend el ADN

recombinante.
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6.2.8 Secuenciacion del ADN recombinante

Se hizo con el objetivo de verificar que la clona seleccionada tuviera la secuencia
de nucledtidos esperada, de acuerdo al inserto seleccionado: homocigoto
ancestral (C/C) en la posicion -565.
Para la secuenciacion se disefiaron un par de oligonucledtidos, uno para la
region del vector pGL4 y otro para el inserto:
- pGL4 sentido: GAATGAGTGCGACACGAAAA
- ABCA1 antisentido: TAAATCCTGCTTTCCGCAA
La secuenciacion del ADN recombinante se llevo a cabo usando el método
Sanger.
Reactivos usados:
- Big Dye
- Buffer Big Dye
- Oligonucledtido (pGL4 sentido 6 ABCA1 antisentido)
- ADN recombinante
- Agua ultrapura (miliq)

La corrida en el secuenciador fue la misma que la usada anteriormente.
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pGL4

CMYYAGGTTCARGAMATTTCTCTGGCCTAACTGGCCGGTACCTGAGCTCG
CTAGCETCGAGEEGAGGCAGTAGGTCGECAATEAAAAATCAAAGTCCAGG |

TITGT GGGGAAAACAAAASCAGCCCATTACCCAGAGGACTGTC'GCCT / “. / AN ‘,«'u

TCCCCTEACCCCAGCCTAGGCCTTTGAAAGGAAACAAAAGACAAGACAAA e s

ATGATTIGGCGTCCTGAGGGAGATTCAGCCTAGAGCTCTCTCTCCCCCAAT T
CCCTCCCTCCGGCTGAGGAAACTAACAAAGGAAAAAAAATTGCGGAAAGC
AGGATTTAGAGGAAGCAAATTCCACTGGTGCCCTTGGCTGCCGGGAACGT

GGACTAGAGAGTCTGCGGCGCAGCCCCGAGCCCAGCGCTTCCCGCGCGTC

TTAGGCCGGCGGGCCCGGGCGGGGGAAGGGGACGCAGACCGCGGACCCTA

— ABCA1

AGACACCTGCTGTACCCTCCACCCCCACCCCACCCACCTCCCCCCAACTC

CCTAGATGTGTCGTGGGCGGCTGAACGTCGCCCGTTTAAGGGGCGGGCCC
pGL4.10[/uc2)

CGGCTCCACGTGCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTACATAAACAGAGGCCG Vector

GGAAGGGGGCGGGGAGGAGGGAGAGCACAGGCTTTGACCGATAGTAACCT 202652
2020 [BamH

CTGCGCTCGGTGCAGCCGAATCTATAAAAGGAACTAGTCCCGGCAAAAAC )
CCCGTAATTGCGAGCGAGAGTGAGTGGGGCCGGGACCCGCAGAGCCGAGC svao ate /” Y

poly(A) signa:

CGACCCTTCTCTCCCGGGCTGCGGCAGGGCAGGGCGGGGAGCTCCGCGCA <

CCAACAGAGCCGGTTCTCAGGGCGCTTTGCTCCTTGTTTTTITCCCCGGTT

ETGTTTICTCCCETTCTCEG CCCAAGCTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTA

Figura 6.2.8. Representacion esquematica de la secuencia del ADN recombinante.
En la seccidn izquierda se muestra la secuencia de nucleétidos de la parte
fundamental del ADN recombinante, resaltado en azul se representa el vector, en
verde el inserto y en rojo el alelo de interés (-565C). El electroferograma muestra
las senales de los nucleétidos del vector pGL4 y del promotor de ABCA1 (dividido
por una linea intermedia). En la seccidn inferior derecha se encuentra la
representacion esquematica del ADN recombinante (en azul el vector y en verde el

inserto).

6.2.9 Mutagénesis dirigida

Para la mutagénesis dirigida se utilizé el anterior ADN recombinante, cambiando
el nucledtido C por T en la posicion -565 del gen ABCA1. Esta fue realizada por la
empresa ProNovus Bioscience (CA, USA)

Posteriormente secuenciamos todo el inserto para confirmar que el unico

cambio llevado a cabo fuera el anterior.
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Figura 6.2.9. Electroferograma de la mutagénesis dirigida. Se muestra el nucleétido

T en Ila posicién -565 del gen ABCA1 (resaltado en la barra oscura).

6.2.10 Transfeccion transitoria

Evaluamos la eficiencia de la transfeccidn transitoria con las siguientes lineas
celulares: MIN-6, HEK-293T y HelLa. Decidimos continuar los experimentos con
las células HelLa, ya que obtuvimos el mas alto rendimiento (=80%).

6.2.10.1 Cultivo celular

Linea celular HelLa

La linea celular HelLa derivada de cancer cervical fue cultivada en medio de
cultivo DMEM vy equilibrada con 5% CO, y 95% de aire. El medio fue
suplementado con: 10% de suero fetal bovino (previamente inactivado con calor),

100 mg/L de piruvato de sodio y 1% de penicilina (Sigma-Aldrich).

Figura 6.2.10.1. Micrografias de la linea celular HeLa observadas en el microscopio

confocal invertido
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6.2.10.2 Transfeccion transitoria

Usamos el método de lipofeccion mediante un reactivo comercial (Lipofectamine

3000, Thermo Fisher Scientific), siguiendo el siguiente protocolo:

Dia 1:

1. La células HelLa tenian una confluencia de 70-90% para poder llevar a
cabo la transfeccion.

2. Diluimos la lipofectamina 3000 en el medio de cultivo DMEM (libre de SFB
y de antibiotico) y mezclamos.

3. Preparamos una mezcla de ADN diluyendo el ADN recombinante en medio
de cultivo DMEM, y agregamos el reactivo P3000.

4. Agregamos el ADN diluido (del paso 3) a la lipofectamina diluida (del paso
2).

5. Incubamos durante 15 min a temperatura ambiente.

6. Afnadimos el complejo ADN-lipido a las células.

7. Incubamos las células por 24 h.

Dia 2:

1. Eliminamos y reemplazamos el medio celular por DMEM con SFB vy

antibiotico, dejandolo por 4 h.

2. La células fueron lisadas y la actividad de luciferasa fue analizada usando
un kit comercial (Dual-Luciferase Reporter Assay. Promega). Se cuantificaron las
unidades relativas de luz (actividad de luciferasa de luciérnaga sobre la de
luciferasa de Renilla) en un lumindémetro (BD Monolight 3010C luminometer).

6.2.11 Analisis estadistico
Los datos se presentan como media + error estandar de la media. La prueba t de
Student se us6 para analizar las diferencias entre los dos grupos (-565C vs -

565T). Un valor de p<0.05 se consideré como significativo. El paquete estadistico
GraphPad Prism version 6.0 se usé para analizar los datos.
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6.3 Metodologia empleada para evaluar la funcionalidad de las HDL y sus

subfracciones. Secrecion de insulina y eflujo de colesterol
6.3.1 Cultivo celular

Linea celular MIN-6

La linea celular MIN-6 (AddexBio, EUA) es una linea celular derivada de
insulinoma de ratén. Esta fue cultivada en medio DMEM con 4.5 g/L de glucosa
(Thermo Fisher Scientific), equilibrado con 5% CO; y 95% aire. El medio celular
fue suplementado con: 15% de suero fetal bovino (previamente inactivado con

calor), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) and 1% de penicilina (Sigma-Aldrich).

10x

20x 40x

Figura 6.3.1.1. Micrografias de la linea celular MIN-6 observadas en el microscopio

confocal invertido.

Linea celular Rin-m5F

La linea celular Rin-m5F es una clona derivada de la linea celular de islote de rata
RIN-m. Se cultivdé en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). ElI medio fue
suplementado con: 7.5% de suero fetal bovino (previamente inactivado con calor),
100 mg/L de piruvato de sodio y 1% de penicilina (Sigma-Aldrich).
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Figura 6.3.1.2. Micrografias de la linea celular Rin-m5F observadas en el

microscopio confocal invertido.

6.3.2 Aislamiento de HDL total y subfracciones de HDL de humanos

Se recolectaron muestras de sangre venosa de hombres y mujeres, mayores de
edad, sin dislipidemia o ninguna otra enfermedad conocida. Ninguno de los
voluntarios estaba recibiendo farmacos que afectaran el funcionamiento del
metabolismo de lipoproteinas. Posterior a la recoleccion de sangre, el plasma fue
separado mediante centrifugacién a 4 °C por 10 min. Se usaron alicuotas de
plasma con EDTA para analisis de lipidos, glucosa y lipoproteinas. Las
lipoproteinas fueron aisladas a partir de una mezcla del plasma de los ocho
donadores, mediante ultracentrifugacion por gradiente de densidad isopicnica (68,
69), usando un rotor (Beckman SW41 Ti) a 40,000 rpm, durante 44 h, en una
ultracentrifuga (Beckman XL70) a 15 °C, como se describe a continuacion:
Primero, la densidad del plasma se incrementé a 1.21 g/mL agregandole
sal de KBr. Posteriormente en el respectivo tubo de ultracentrifuga se construyé
un gradiente de densidad como sigue: 2 mL de solucion de NaCl/KBr de 1.24
g/mL, 3 mL de plasma (d=1.21 g/mL), 2 mL de solucién de NaCl/KBr de 1.063
g/mL, 2.5 mL de solucion de NaCl/KBr de 1.019 g/mL y 2.5 mL de solucién de
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NaCl (d=1.006 g/mL). Todas las soluciones de densidad se ajustaron a pH de 7.4
y se corroboraron usando un densitometro (DA-110M Density Meter, USA).
Posterior a 44 h de centrifugacion, los gradientes fueron recolectados desde la
parte superior del tubo en 12 fracciones correspondientes a VLDL (d<1.017 g/mL),
IDL (d=1.018 a 1.019 g/mL), LDL1 (d=1.019 a 1.023 g/mL), LDL2 (d=1.023 a
1.0239 g/mL), LDL3 (d=1.029 a 1.039 g/mL), LDL4 (d=1.039 a 1.050 g/mL), LDL5
(d=1.050 a 1.063 g/mL), HDL2b (d=1.063 a 1.091 g/mL), HDL2a (d=1.091 a 1.110
g/mL), HDL3a (d=1.110 a 1.133 g/mL), HDL3b (d=1.133 a 1.156 g/mL) and HDL3c
(d=1.156 a 1.179 g/mL).

Por motivos de nuestro estudio, solo usamos las moléculas de LDL y las de
HDL. Por lo tanto, solo estas lipoproteinas fueron dializadas en PBS durante 24 h,
a4 °Cyen oscuridad (71, 72).

FETI——

* VLDL/IDL (800 ulL)

¥ LDL1 (800 uL)
» LDL2 (800 ulL)
» LDL3 (800 ul)
* LDL4 (800 ul)

» LDL5 (800 ul)

» HDL2b (1200 ul)
* HDL2a (800uL)
» HDL3a (800 uL)

*> HDL3b (800 ulL)
* HDL3c (540 ulL)

Figura 6.3.2. Bandas que muestran las lipoproteinas aisladas (y su respectivo

volumen obtenido) por el método de ultracentrifugacion

6.3.3 Composicion quimica de las subfracciones de HDL

A partir de las cinco subfracciones aisladas de HDL, fueron cuantificados el
colesterol total (Wako Diagnostics, USA), colesterol libre, fosfolipidos (DiaSys,
USA) vy triacilgliceroles (Wako Diagnostics, USA), usando ensayos enzimaticos
disponibles comercialmente. La proteina total fue medida usando el ensayo BCA
(Thermo Fisher Scientific). Los ésteres de colesterol fueron calculados

multiplicando la diferencia entre el colesterol total y el libre por 1.67. La masa total

56



de la lipoproteina fue calculada sumando la composicion de todas las

subfracciones de la macromolécula de HDL (72).
6.3.4 Acetilacion de LDL

Se hizo una mezcla de todas las moléculas de LDL aisladas para posteriormente
acetilarlas con 1 mL de solucion de acetato de sodio, por cada 10 mg de proteina
contenida en las LDL, la solucion se mantuvo en frio (4 °C) con agitacion
constante. Posteriormente se afiadieron 2.5 uL de anhidrido acético por cada mg
de proteina contenida en las LDL, durante 1 h (distribuida en cuatro partes). El
producto final fue dializado con PBS, a 4 °C, durante 24 h. La pureza y carga de
las moléculas LDL nativas y acetiladas, asi como las moléculas HDL fueron
evaluadas examinando la migracion electroforética que se llevé a cabo durante 2
h, a 120 V, en un gel de agarosa al 3%. Posteriormente el gel fue tefiido con azul
de Coomasie y después de 24 h se destifid con acido tricloroacético al 10%.

c1 c2 c3 C4 C5 C6 !

Figura 6.3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 3% que muestra las LDL
nativas y las quimicamente modificadas y las HDL. C1: LDL nativas, C2: LDL
acetiladas, C3: LDL oxidadas, C4-C6: HDL totales.
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6.3.5 Ensayos de secrecion de insulina

Las células MIN-6 fueron sembradas a una densidad de 3x10° por pozo (placas
de 24 pozos) con medio de cultivo DMEM con 5.5 mM de glucosa, e incubadas
durante 24 h a 37 °C. Posteriormente se cambio el medio por medio celular HBSS
que contenia CaCly, MgCly*6H,0, MgSO47H,0, KCI, KH2,PO4, NaHCO3, NaCl,
NaxHPO4, con 0.1% de BSA (p/v) y 2.8 mM de glucosa por una h. Después de
ese tiempo, se estimul6 la secrecion de insulina con medio HBSS con glucosa:
2.8 mM, 5.5 mM, o 25 mM, con o sin HDL totales (concentracion total de proteina
0.5, 0.75 0 1 mg/mL), o sus subfracciones: 2a, 2b, 3a, 3b, o 3c (concentracion
total de proteina 1 mg/mL). Posterior a una hora, se recolectdé y centrifugé el
sobrenadante celular (10 min a 10,000 rpm), y la insulina secretada fue medida
mediante la técnica RIA. Para corregir los resultados, se extrajo y cuantifico la

proteina celular, usando el método de Bradford (Bio-Rad, USA).

6.3.6 Cuantificacion de insulina

Radioinmunoanalisis
El inmunoensayo es un producto usado para la cuantificacion de insulina en
multiples especies de animales. Es un sistema homadlogo para la insulina humana
y heter6logo para el resto de las insulinas, con reactividad cruzada de mas de
95%.

El principio del método se basa en la competencia que se establece entre

una hormona sin marca (analito) y una hormona marcada con 1'%

(marcador
radioactivo) por unirse a un anticuerpo especifico que se encuentra en una
concentracion limitante con respecto a la concentracion total de hormona en el
tubo. En consecuencia mientras mayor sea la concentracion del analito, mayor
sera la posibilidad de unirse al anticuerpo con respecto al trazador radioactivo y

viceversa.

Reactivos usados:
- Buffer de ensayo (estandar A)
- Anticuerpo primario. Antisuero anti-insulina humana (producido en cobayo),
diluido en buffer de ensayo
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Insulina humana marcada con

|125

Estandares de insulina. Insulina recombinante altamente purificada disuelta

en buffer de ensayo.

Controles internos de calidad. Insulina recombinante altamente purificada

disuelta en buffer de ensayo a concentraciones conocidas.

Reactivo de precipitacion. Antisuero anti-lgG de cobayo diluido en PBS.

El protocolo se llevo a cabo de la siguiente manera:

Dia 1:

Dia 2:

1.

10.
11.
12.

13.

14.
15.

Anadir 200 yL de buffer de ensayo a los tubos de uniones no
especificas (UNE). Pipeteamos 100 pL de buffer de ensayo a los
tubos de las uniones especificas maximas.

Anadir 100 yL de los estandares por duplicado y de los controles
internos de calidad.

Anadir 100 puL de cada muestra por duplicado.

Anadir 100 pyL de anticuerpo anti-insulina a casi todos los tubos,
excepto a los tubos totales y a tubos UNE.

Anadir 100 pL del marcador radioactivo a todos los tubos.

Agitar en vortex casi todos los tubos, excepto los totales.

Incubar de 18-24 h a 4 °C.

Agitar manualmente el reactivo de precipitacion.

Agitar 200 uL del reactivo de precipitacion a casi todos los tubos,
excepto a los totales.

Agitar en vortex casi todos los tubos, excepto los totales.

Incubar 1 h a temperatura ambiente.

Centrifugar casi todos los tubos, excepto los totales, durante 30 mi a
4 °C y 3000 RPM.

Decantar el sobrenadante, dejamos volteados los tubos sobre papel
absorbente durante 5 min.

Secar los tubos hasta la mitad con hisopos de papel absorbente.

Contar todos los tubos durante 1 min en un contador de radiaciones

gamma.
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6.3.7 Eflujo de colesterol

Los ensayos de eflujo de colesterol se llevaron a cabo usando la HDL total y las

cinco subfracciones de HDL (2b, 2a, 3a, 3b y 3c), como sigue:

Dia 1. Células MIN-6
Sembrar 300,000 células MIN-6 por pozo, en placas de 24 pozos, con 500 uL

medio DMEM por pozo (con SFB al 15% y antibidtico al 1%). Incubar por 24 h en

una incubadora con 5% de CO», a 37 °C.

Dia 2. Marcar y cargar las células con colesterol °H

1.

La concentracion de LDL acetiladas requerida fue de 50 pg/mL
(tomando en cuenta la concentracion de las proteinas contenidas en las
LDL acetiladas), por lo tanto, para una placa de 24 pozos usar 12.5 mL
(considerando 0.5 mL de margen de error) multiplicado x 50 yg/mL =
625 ug. Es decir, para una placa de 24 pozos se necesitan 625 ug de
LDL acetiladas (en base proteinas en las LDL).

El colesterol *H se usa 1 pL por cada mL de medio de cultivo. Por lo
tanto consideramos 12.5 pL de colesterol ®*H por cada placa de 24
pOZos.

Mezclar las LDL acetiladas + colesterol *H, en un tubo para centrifuga
tipo Falcon de 15 mL, agitandolo con las manos muy suavemente por
unos segundos, posteriormente incubar durante 30 min en una
incubadora de CO; al 5%, a 37 °C. Pasado este tiempo, centrifugar a
1,000 RPM, durante 5 min.

Posteriormente agregar las LDL acetiladas + colesterol *H (del paso
anterior) al medio de cultivo DMEM. Lavar los pozos de la placa de
cultivo 2 veces, con PBS y agregar 0.5 mL de medio de cultivo, el cual
también tenia 1% de albumina de suero bovino. Dejamos exactamente
24 h en una incubadora de CO; al 5%, a 37 °C.

Dia 3. Flujo de salida de colesterol

Los ensayos de flujo de salida de colesterol duraron un total de cuatro h, y se

llevaron a cabo usando la HDL total, asi como sus subfracciones: 2b, 2a, 3a, 3b y
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3c (contenido total de proteina de 20 uyg/mL) o PBS para los controles. El medio
fue recolectado y los detritos celulares fueron eliminados mediante centrifugacion.
Los lipidos intracelulares fueron extraidos con 3:2 hexano:isopropanolol (v/v).
Medimos el colesterol °H del medio y el de los lipidos, con centelleo liquido. La
capacidad de flujo de salida de colesterol fue calculada como: [3H]-cpm

medio/([3H]-cpm medio + [3H]-cpm células) x 100.
6.3.8 Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar de la media. Multiples
comparaciones fueron analizadas con ANOVA de dos factores para tres o mas
grupos usando la correccion de Bonferroni post-prueba para multiples
evaluaciones. La prueba t de Student se uso6 para variables continuas distribuidas
en dos grupos. Un valor de p<0.05 se consideré6 como significativo. El paquete
estadistico GraphPad Prism version 6.0 se usé para analizar los datos.
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7. RESULTADOS

* Resultados de los estudios de poblacion

7.1 Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas rs2422493
y rs9282541 del gen ABCA1

7.1.1 Variante genética rs2422493 (-565C/T)

Las frecuencias genotipicas en todos los sujetos de estudio fueron: CC 0.268
(886/3303), CT 0.495 (1636/3303) y TT 0.237 (781/3303).

Las frecuencias alélicas para el alelo C fueron de 0.52 y para el alelo T de 0.48.
Estas frecuencias genotipicas se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0.66).

7.1.2 Variante genética rs9282541 (R230C)

Las frecuencias genotipicas en todos los sujetos de estudio fueron: CC 0.797
(2632/3303), CT 0.19 (627/3303) y TT 0.013 (44/3303).

Las frecuencias alélicas para el alelo C fue de 0.88 y para el alelo T de 0.12.
Estas frecuencias genotipicas se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0.41).

7.1.3 Desequilibrio de ligamiento
Ambas variantes (rs2422493 y rs9282541) son heredadas como bloques de
desequilibrio de ligamiento independiente r* = -0.1.

7.2 Descripcion de las principales medidas antropométricas y bioquimicas
de los cuatro grupos de ABCA1

El género y la edad mostraron diferencias significativas entre los cuatro grupos
(p=0.04 y p=0.05, respectivamente). En el grupo -/+ predominaron los hombres. El
grupo -/- tuvo individuos de mayor edad que el grupo +/+. Los portadores de la
variante  genética  rs9282541 tuvieron mas alta frecuencia de
hipoalfalipoproteinemia que los no portadores (p<0.001) (tabla 7.2).
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Tabla 7.2. Parametros clinicos y bioquimicos de los participantes estudiados de acuerdo a los 4 grupos de genotipos de
ABCA1.

Caracteristicas (6-({3-7) ( 1;3-5) (2'/1;) (:é;) Valor de p
Sexo masculino, n (%) 274 (41.1) 823 (41.9) 113 (51.6) 186 (41.2) 0.036
Edad, mediana (RIC), afios 49 (42-58) 49 (42-57) 48 (40-55) 48 (40-54) 0.047°
ICT, mediana (RIC), cm 0.59 (0.55-0.64) 0.58 (0.54-0.64) 0.58 (0.54-0.63) 0.59 (0.55-0.64) 0.059
CC, mediana (RIC), cm 95 (87-103) 94 (87-102) 94 (87-100) 95 (88-103) 0.124
IMC, mediana (RIC), kg/m* 28 (26-31) 28 (25-31) 28 (26-31) 29 (25-32) 0.485
HDL-c, mediana (RIC), mg/dL 42.8 (35.9-49.8) 42.1 (35.9-50.9) 40.9 (34-47.1) 39 (32.8-47.1) <0.001°%%¢
LDL-c, mediana (RIC), mg/dL 123.9 (101.5-144.7) 122 (100.7-145.9)  116.9 (96.5-137.8)  118.9 (99.6-142.8) 0.082
TG, mediana (RIC), mg/dL 206.4 (124.9-298.5) 193.1 (116.9-282.6) 186.1 (110.7-276.4) 184.3 (112.5-115) 0.120
Glucemia, mediana (RIC), mg/dL 90.9 (83-109.8) 90.9 (81.9-109.6) 92 (85-122.9) 90.9 (81.9-117.5) 0.331
PAS, mediana (RIC), mmHg 120 (110-132) 120 (110-130) 120 (110-133) 120 (110-130) 0.269
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-90) 80 (70-85) 80 (70-90) 80 (70-85) 0.114
Hipertension, n (%)* 129 (23.7) 439 (26.6) 53 (29.4) 96 (25.3) 0.395
Diabetes tipo 2, n (%) 189 (28.3) 532 (27.1) 62 (28.3) 131 (29.0) 0.818
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 390 (58.5) 1149 (58.5) 138 (63) 322 (71.2) <0.001

Los cuatro grupos estudiados son: los que tienen el genotipo ancestral (denominado como -/-) en las dos variantes, y los otros
grupos incluyen a los portadores de una variante (denominados como +/- para los portadores de rs2422493, pero no portadores de
la rs9282541 y el grupo -/+ para el caso contrario), o de ambas variantes (grupo +/+). Los portadores de una o ambas variantes se
consideraron al tener uno o dos alelos de riesgo. RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC,
indice de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; PAS, presién arterial sistélica; PAD, presion arterial
diastdlica. °n=2756 pacientes. °-/- vs +/+, p<0.03. ®-/- vs -/+, +/- vs -/+, p<0.043. ®+/- vs +/+, p<0.009.
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7.3 Descripcion de las principales medidas antropométricas y bioquimicas
de acuerdo a los tres genotipos de las variantes genéticas rs2422493 o
rs9282541

Comparamos las caracteristicas clinicas y bioquimicas de acuerdo al numero de

alelos de riesgo (0, 1 0 2) de ambas variantes genéticas.

7.3.1 Variante genética rs2422493

No encontramos ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los tres
genotipos CC, CT y TT, con respecto a las concentraciones plasmaticas HDL-c, ni
a la frecuencia de diabetes tipo 2 o de hipoalfalipoproteinemia. La diferencia mas
notable fue en la concentracion de LDL-c entre los grupos CC vs. TT y CT
(p=0.041) vs. TT (p=0.025) (tabla 7.3.1).

7.3.2 Variante genética rs9282541

Las diferencias significativas se encontraron en torno a la edad y los niveles
plasmaticos de HDL-c. Los individuos portadores del genotipo CT fueron mas
jovenes que los portadores de los genotipos CC o TT (p=0.002 y p=0.017,
respectivamente). La concentracion en plasma de HDL-c fue mas alta en los
sujetos portadores del genotipo CC con una mediana de 42.8 mg/dL, comparada
con los portadores de los genotipos CT (39.7 mg/dL, p<0.001) y TT (34 mg/dL,
p<0.001) (tabla 7.3.2).
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Tabla 7.3.1. Parametros clinicos y bioquimicos de los individuos estudiados de acuerdo al genotipo rs2422493.

Genotipo Valor nominal de p
Caracteristicas (nESCSG) (n=(1:;36) (n=T7Ts " CCvs.CT  CCvs.TT  CTvs. TT
Sexo masculino, n (%) 387 (43.7) 684 (41.8) 325 (41.6) 0376 0.399 0.930
Edad, mediana (RIC), afios 49 (41-58) 48 (41-56) 49 (42-57) 0.228 0.688 0.078
ICT, mediana (RIC), cm 0.59 (0.55-0.64) 0.59 (0.54-0.63) 0.59 (0.55-0.65) 0.148 0.570 0.048
CC, mediana (RIC), cm 95 (87-102) 94 (86-102) 94 (88-104) 0.255 0.433 0.049
IMC, mediana (RIC), kg/m’ 28 (26-31) 28 (25-31) 28 (26-31) 0.600 0.524 0.215
HDL-c, mediana (RIC), mmol/L 42.1 (35.1-49.8) 42.1 (35.1-50.2) 40.9 (35.1-47.9) 0.987 0.890 0.070
LDL-c, mediana (RIC), mmol/L 122 (100-143.2)  120.8 (98.8-144.7) 1235 (103.8-147.8) 0.986 0.041 0.025
TG, mediana (RIC), mmol/L 204.7 (122.3-295.9) 189.6 (116.1-279.1)  194.9 (116.9-279.1) 0.132 0.303 0.745
Glucemia, mediana (RIC), mmoliL 92 (83.9-113) 90.9 (81.9-109.8) 90.9 (83-108.9) 0.162 0.314 0.835
PAS, mediana (RIC), mmHg 120 (110-132) 120 (110-130) 120 (110-130) 0.116 0.402 0.545
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-90) 80 (70-85) 80 (70-86) 0.014 0.126 0.537
Hipertension, n (%)? 182 (25.1) 348 (25.3) 187 (28.5) 0.958 0.161 0.118
Diabetes tipo 2, n (%) 251 (28.3) 453 (27.7) 210 (26.9) 0.745 0.546 0.697
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 528 (59.6) 977 (59.7) 494 (63.3) 0.966 0.131 0.099

RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC, indice de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c,

colesterol LDL; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial diastolica. °n=2756 pacientes.



Tabla 7.3.2. Parametros clinicos y bioquimicos de los individuos estudiados de acuerdo al genotipo rs9282541.

Valor nominal de p

Genotipo
Caracteristicas (n=(;(6:32) (n§627) (n114) CCvs.CT CCvs. TT CTvs.TT
Sexo masculino, n (%) 1097 (41.7) 282 (45) 17 (38.6) 0.133 0.685 0.413
Edad, mediana (RIC), afios 49 (42-57) 48 (40-54) 52 (43-62) 0.002 0.128 0.017
ICT, mediana (RIC), cm 0.59 (0.54-0.64) 0.59 (0.54-0.64) 0.61 (0.55-0.66) 0.455 0.276 0.407
CC, mediana (RIC), cm 94 (87-102) 95 (87-103) 95 (90-100) 0.343 0.973 0.740
IMC, mediana (RIC), kg/m* 28 (25-31) 28 (25-31) 28 (26-31) 0.144 0.966 0.700
HDL-c, mediana (RIC), mg/dL 42.8 (35.9-51) 39.7 (34-47.1) 34 (30.1-45.5) <0.001 <0.001 0.037
LDL-c, mediana (RIC), mg/dL 122.7 (100.7-145.9)  117.7 (97.6-141.7) 119.7 (102.7-139) 0.027 0.544 0.860
TG, mediana (RIC), mg/dL 198.5 (118.7-286.2) 184.3 (112.5-267.6) 218.8 (132.9-274.7) 0.070 0.617 0.288
Glucemia, mediana (RIC), mg/dL 90.9 (83-109.8) 92 (83-119.9) 94.9 (86.9-124.4) 0.326 0.155 0.292
PAS, mediana (RIC), mmHg 120 (110-130) 120 (110-130) 120 (110-136) 0.628 0.835 0.795
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-86) 80 (70-85) 78 (70-90) 0.918 0.777 0.798
Hipertension, n (%)® 568 (25.9) 138 (26.2) 11 (33.3) 0.880 0.332 0.367
Diabetes tipo 2, n (%) 721 (27.4) 180 (28.7) 13 (29.5) 0.508 0.751 0.906
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 1539 (58.5) 427 (68.1) 33 (75) <0.001 0.027 0.341

RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC, indice de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c,

colesterol LDL; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial diastolica. °n=2756 pacientes.



7.4 Descripcion de las principales medidas antropométricas y bioquimicas

de acuerdo al estado de portador o no portador de las variantes genéticas

rs2422493 o rs9282541

Comparamos las caracteristicas clinicas y bioquimicas de acuerdo al estado de

portador en estado homocigoto o heterocigoto (1 o 2 alelos de riesgo) de las

variantes genéticas rs2422493 o rs9282541 en todos los individuos de estudio.

7.4.1 Variante genética rs2422493

No encontramos ninguna diferencia relevante entre los portadores y no portadores
del polimorfismo rs2422493 (tabla 7.4.1).

Tabla 7.4.1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los portadores y no

portadores de la variante rs242249.

Caracteristicas Portadores No portadores Valor de p
(2417) (886)
Sexo masculino, n (%) 1009 (41.7) 387 (43.7) 0.321
Edad, mediana (RIC), afios 49 (51-56) 49 (41-58) 0.500
ICT, mediana (RIC), cm 0.59 (0.54-0.64) 0.59 (0.54-0.64) 0.418
CC, mediana (RIC), cm 94 (87-102) 95.5 (87-102) 0.616
IMC, mediana (RIC), kg/m* 28 (25-31) 28 (25.6-30-9) 0.905
HDL-c, mediana (RIC), mg/dL 42 (35-50) 42 (35-50) 0.485
LDL-c, mediana (RIC), mg/dL 122 (100.8-146) 122 (100-143.3) 0.400
TG, mediana (RIC), mg/dL 190 (116-279) 204 (122-295.5) 0.134
Glucemia, mediana (ICR), mg/dL 91 (82-110) 92 (84-113.2) 0.158
PAS, mediana (RIC), mmHg 120 (110-130) 120 (110-131) 0.143
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-85) 80 (70-90) 0.017
Hipertension (%)* 535 (26.3) 182 (25.1) 0.554
Diabetes tipo 2, n (%) 663 (27.4) 251 (28.3) 0.629
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 1471 (60.9) 528 (59.6) 0.520

RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC, indice

de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; PAS, presién arterial

sistdlica; PAD, presion arterial diastdlica. °n=2756 pacientes.
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7.4.2 Variante genética rs9282541

Las diferencias significativas se encontraron en torno a la edad y los niveles
plasmaticos de HDL-c. Los individuos portadores del polimorfismo rs9282541 eran
mas jovenes con una mediana de edad de 48 afios en comparacion con los no
portadores que tenian una mediana de 49 afios de edad (p=0.008). La
concentracion en plasma de HDL-c fue mas alta en los sujetos portadores que en
los no portadores (39 mg/dL vs. 42.8 mg/dL, p<0.001) (tabla 7.4.2).

Tabla 7.4.2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los portadores y no

portadores de la variante rs9282541.

Caracteristicas Portadores No portadores Valor de
(671) (2632) p
Sexo masculino, n (%) 299 (44.6) 1097 (41.7) 0177
Edad, mediana (RIC), afios 48 (40-55) 49 (42-57) 0.008
ICT, mediana (RIC), cm 0.59 (0.55-0.64) 0.59 (0.54-0.64) 0.333
CC, mediana (RIC), cm 95 (88-102) 94 (87-102) 0.358
IMC, mediana (RIC), kg/m* 28 (25-31) 28 (25-31) 0.164
HDL-c, mediana (RIC), mg/dL 39 (34-47.1) 42.8 (35.9-51) <0.001
LDL-c, mediana (RIC), mg/dL 118.1 (97.6-140.9) 122.7 (100.7-145.9) 0.024
TG, mediana (RIC), mg/dL 186.1 (112.5-267.6) 198.5 (118.7-286.2) 0.104
Glucemia, mediana (ICR), mg/dL 92 (83-119.9) 90.9 (83-109.8) 0.204
PAS, mediana (RIC), mmHg 120 (110-130) 120 (110-130) 0.676
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-85) 80 (70-86) 0.870
Hipertension (%)? 149 (26.6) 568 (25.9) 0.721
Diabetes tipo 2, n (%) 193 (28.8) 721 (27.4) 0.479
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 211 (68.6) 1539 (58.5) <0.001

RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC, indice
de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; PAS, presién arterial

sistdlica; PAD, presion arterial diastdlica. °n=2756 pacientes.

7.5 Descripcion de las principales medidas antropométricas, bioquimicas y
genéticas de los individuos con diabetes tipo 2 y sus controles
Todas las caracteristicas tanto clinicas como bioquimicas de ambos grupos

fueron distintas. Los individuos con DT2 eran mas afosos, con un mayor indice
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cintura-talla, circunferencia de cintura e indice de masa corporal que los controles
sin DT2 (p<0.001). Los sujetos con DT2 tenian menores concentraciones
plasmaticas de HDL-c que sus contrapartes sin DT2 (38.6 mg/dL vs. 42.8 mg/dL,
p<0.001), y por lo tanto una frecuencia mayor de hipoalfalipoproteinemia (73.9%
vs. 55.4%, p<0.001). No hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a la frecuencia de los alelos de riesgo de ambas variantes genéticas, en

ambos grupos (tabla 7.4).

Tabla 7.5. Caracteristicas generales de los individuos con diabetes tipo 2 y

controles.

Caracteristicas Diabetes tipo 2 Controles Valor de
(914) (2389) P
Sexo masculino , n (%) 312 (34.1) 1084 (45.4) <0.001
Edad, mediana (RIC), afos 53 (45-61) 47 (40-54) <0.001
ICT, mediana (RIC), cm 0.63 (0.58-0.70) 0.57 (0.54-0.62) <0.001
CC, mediana (RIC), cm 98.5 (91-108) 93 (86-100) <0.001
IMC, mediana (RIC), kg/m? 29 (26-32) 28 (26-32) <0.001
HDL-c, mediana (RIC), mg/dL 38.6 (32-45.9) 42.8 (35.9-50.9) <0.001
LDL-c, mediana (RIC), mg/dL 112.7 (91.1-136.6) 124.7 (103.8-146.7) <0.001
TG, mediana (RIC), mg/dL 224.1 (151.5-363.3) 170.1 (109-261.4) <0.001
Glucemia, mediana (RIC), mg/dL 212.8 (131.4-302.6) 86.9 (81-92.9) <0.001
PAS, mediana (RIC), mmHg 130 (120-140) 120 (110-130) <0.001
PAD, mediana (RIC), mmHg 80 (70-90) 80 (70-85) <0.001
Hipertension, n (%)? 303 (43.2) 414 (20.2) <0.001
Hipoalfalipoproteinemia, n (%) 675 (73.9) 1324 (55.4) <0.001
Polimorfismo de un solo nucleétido
rs2422493 0.806

0 alelos de riesgo, n (%) 251 (27.5) 635 (26.6)

1 alelo de riesgo, n (%) 453 (49.5) 1183 (49.5)

2 alelos de riesgo, n (%) 210 (23.0) 571 (23.9)

rs9282541 0.773

0 alelos de riesgo, n (%) 721 (78.9) 1911 (80.0)

1 alelo de riesgo, n (%) 180 (19.7) 447 (18.7)

2 alelos de riesgo, n (%) 13 (1.4) 31(1.3)

RIC, rango intercuartil; ICT, indice cintura-talla; CC, circunferencia de cintura; IMC, indice

de masa corporal; HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; PAS, presién arterial

sistdlica; PAD, presion arterial diastdlica. °n=2756 pacientes.
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7.6 Correccion de estratificacién poblacional

Se construyd un unico indice de ancestria basado en nuestros hallazgos de una
correlacion de 0.83 entre el primer CP de GWAS-DT2 y el GWAS-TG, y de 0.91
entre el primer CP de GWAS-DT2 y el porcentaje de ancestria Nativa-Americana.
De esta forma, el uso del primer CP discriminaria de forma adecuada entre la
ancestria Americana y la Europea. Por lo tanto, incluimos este indice en los
analisis de senderos para controlar por un potencial confundidor debido a la
estratificacion poblacional.

7.7 Analisis de senderos

El modelo hipotético se ajustdé bien a los datos analizados (CFI=1.0; TLI=1.0;
RMSEA=0.0 90%Cl (0.0, 0.04) (figura 7.7). Posterior a la eliminacion de los
senderos que resultaron no significativos, los indices de ajuste del modelo final
fueron (CFI=1.0; TLI=1.0; RMSEA=0.0 90%CI (0.0, 0.02) (figura 7.7.1).

Los participantes fueron agrupados de acuerdo a su estado de portador de las
variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen ABCA1, de tal manera que
formaron cuatro grupos: -/-, +/-, -/+ y +/+ (disefio metodoldgico 6.1.5).
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Figura 7.7. Diagrama de senderos de la asociacién hipotética entre los genotipos
de ABCA1, edad, sexo, HOMA-IR, ICT, ancestria, HDL-c y diabetes tipo 2. El
genotipo ancestral en las dos variantes (denominado como -/-) fue tomado como el
grupo de referencia. Los otros grupos incluyeron a los portadores de una variante
(denominados como +/- para los portadores de rs2422493, pero no portadores de la
rs9282541 y el grupo -/+ para el caso contrario), o de ambas variantes (grupo +/+).
Los portadores de una o ambas variantes se consideraron al tener uno o dos alelos
de riesgo. ICT, indice cintura-talla; HOMA-IR, modelo homeostatico para evaluar la

resistencia a la insulina; HDL-c, colesterol HDL.

7.7.1 Diabetes tipo 2

Después de hacer el ajuste por sexo, edad, niveles plasmaticos de HDL-c, ICT,
HOMA-IR y ancestria, no encontramos efectos directos entre ninguno de los
grupos de ABCA1 sobre el riesgo a padecer DT2 (p=0.99, p=0.58 y p=0.91 para
los grupos +/-, -/[+ y +/+, respectivamente) (figura 7.7.1 y tabla 7.7.1). Sin
embargo, si encontramos efectos indirectos significativos de los grupos -/+ y +/+
sobre DT2 a través de las concentraciones plasmaticas de HDL-c (5=0.04; p=0.03
and B=0.06; p<0.01, respectivamente). De forma interesante, los efectos
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indirectos del grupo +/- no fueron significativos (8<0.01; p=0.92), lo que quiere
decir que los individuos en el grupo +/- fueron igualmente propensos a tener DT2
en comparacion con el grupo de referencia -/-. En contraste, los portadores de la
variante rs9282541 tuvieron un riesgo mas elevado a tener DT2 a través de una
disminucién en los niveles de HDL-c que los del grupo ancestral. La diferencia
entre los efectos indirectos de los grupos -/+ y +/+ sobre el riesgo de DT2 no fue
significativa (p=0.46). Sin embargo, encontramos dos efectos indirectos
estadisticamente significativos del ICT hacia DT2: uno de ellos a través de las
concentraciones plasmaticas de HDL-c (8=0.47; p=0.02) y el otro, a través del
indice HOMA-IR previo al ICT (8=0.20; p<0.01).

Como se esperaba, los niveles en plasma de HDL-c estuvieron inversamente
asociadas con el riesgo de DT2 (B8=-0.70; p<0.01). También las variables como
sexo masculino y la edad estuvieron significativamente asociadas al riesgo de
DT2 (p<0.01). Los coeficientes estandarizados (B estandarizados) sugieren que
los efectos mas grandes sobre el riesgo de DT2 son HOMA-IR, edad y niveles de
HDL-c (B estandarizados=0.21, 0.20 y -0.19, respectivamente) (figura 7.7.1 y tabla
7.7.1).

7.7.2 HDL-c

Después de hacer el ajuste por sexo, edad, ICT, HOMA-IR y ancestria, los efectos
directos de los grupos de ABCA1 -/+ y +/+ sobre las concentraciones plasmaticas
de HDL-c, fueron tanto negativas y significativas en comparacion con el grupo de
referencia (8=-0.06; p=0.03 and B=-0.08; p<0.01, respectivamente), lo que
significa que los portadores de la variante rs9282541 fueron mas propensos a
tener bajos niveles de HDL-c que los no portadores. La resistencia a la insulina
medida con HOMA-IR estuvo negativamente asociada con la concentracion de
HDL-c (8=-0.03; p<0.01).

El sexo, edad y antropometria también estuvieron asociados con los niveles de
HDL-c (p<0.05). De acuerdo a los coeficientes estandarizados, pertenecer al sexo
masculino tuvo el efecto mas grande sobre los niveles de HDL-c (B
estandarizado=-0.33, p<0.01). El signo negativo indica que en promedio los
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niveles de HDL-c fueron mas bajos en hombres que en mujeres. El segundo
mayor efecto fue el encontrado para HOMA-IR (B8 estandarizado=-0.20, p<0.01),
indicando que los individuos con mayor resistencia a la insulina, en promedio,
tuvieron menos cifras de HDL-c (figura 7.7.1 y tabla 7.7.1).

Los efectos indirectos del grupos de genotipos estudiados sobre HDL-c, a

través de HOMA-IR o ICT no fueron estadisticamente significativos.

7.7.3 HOMA-IR

No encontramos ningun efecto genético significativo de los grupos evaluados
sobre HOMA-IR (p=0.47 para +/—, p=0.26 para —-/+ y p=0.21 para +/+) (tabla
7.7.1). Sin embargo, la edad (8=-0.01; p=0.03) y el ICT (B=7.02; p=0.03) si

estuvieron asociados con resistencia a la insulina (figura 7.7.1 y tabla 7.7.1).

7.7.4 indice cintura-talla

Con respecto al ICT, no encontramos efectos genéticos significativos con ninguno
de los grupos (p=0.22 para +/—, p=0.27 para —/+ y p=0.29 para +/+) (tabla 7.7.1).
Aunque si observamos efectos de pertenecer al sexo masculino y la edad, con el
ICT (B=-0.02; p<0.01 y B<0.01; p<0.01, respectivamente) (figura 7.7.1 y tabla
7.7.1).

73



Edad
<0.01 (<0.01) \
/ <0.01 (<0.01) -0.01 (<0.01)
0.006 (0.002 ICT
(0002 -0.02 (<0.01) —  Sexo
0.076 (0.002) masculino
-0.67 (0.33) J’
2.28 (1.16) | -0.21(0.01)
HDL-c -0.31 (0.06)
+/_ .............. '._'." 0.03 (001)
-0.06 (0.03) -0.70 (0.08)
-/+ / 7.02 (323‘ HOMA-IR |« 2.884 (0.173)

-0.08 (0.02) 0.02 (<0.01)

+/+ 0.13 (0.02) Ancestria

Diabetes tipo 2 / ...........

Figura 7.7.1. Modelo final que representa la asociacién entre los genotipos de
ABCA1, edad, sexo, HOMA-IR, ICT, ancestria, HDL-c y diabetes tipo 2. EI
genotipo ancestral en las dos variantes (denominado como -/-) fue tomado como
el grupo de referencia, y los otros grupos incluyeron a los portadores de una
variante (denominados como +/- para los portadores de rs2422493, pero no
portadores de la rs9282541 y el grupo -/+ para el caso contrario), o de ambas
variantes (grupo +/+). Los portadores de una o ambas variantes se consideraron
al tener uno o dos alelos de riesgo. Las lineas continuas representan efectos
estadisticamente significativos y las discontinuas los efectos que no alcanzaron
significancia estadistica de p<0.05. HDL-c y diabetes tipo 2 fueron ajustadas por
ancestria. ICT, indice cintura-talla; HOMA-IR, modelo homeostatico para evaluar

la resistencia a la insulina; HDL-c, colesterol HDL.
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Tabla 7.7.1. Resultados del anélisis de senderos: Efectos directos e indirectos de los genotipos de ABCA1, edad, sexo, HOMA-IR e
ICT sobre las variables HDL-c y DT2.

Efectos directos

Efectos indirectos

Variables Beta Beta Valor de Beta Beta Valor de
Dependientes Independientes estandarizada no estandarizada p estandarizada no estandarizada P
T2D

Sexo masculino -0.14 -0.31 (0.06) <0.001
HDL-c -0.19 -0.70 (0.08) <0.001
HOMA-IR 0.21 0.13 (0.02) <0.001
ICT 0.15 2.28 (1.16) 0.049
ICT->HDL-c-> DT2 0.03 0.47 (0.20) 0.022
ICT->HOMA-IR->HDL-c-> DT2 0.01 0.20 (0.05) <0.001
Edad 0.20 0.02 (<0.01) <0.001
Ancestria® 0.01 0.33 (0.61) 0.588
-/- Referencia®
+/- <0.01 <0.01 (0.06) 0.999
+/- ->HDL-c->DT2 <0.01 <0.01 (0.01) 0.916
-/+ 0.01 0.06 (0.10) 0.582
-/+ ->HDL-c->DT2 0.01 0.04 (0.02) 0.033
+/+ <0.01 -0.01 (0.08) 0.909
+/+ ->HDL-c->DT2 0.02 0.06 (0.02) <0.001
HDL-c
Sexo masculino -0.33 -0.21 (0.01) <0.001
HOMA-IR -0.20 -0.03 (0.01) <0.001
ICT -0.17 -0.67 (0.33) 0.040
Edad 0.06 <0.01 (<0.01) 0.007
Ancestria® -0.03 -0.25 (0.14) 0.078
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-/- Referencia®

+/- <0.01 <0.01 (0.01) 0.916

-1+ -0.05 -0.06 (0.03) 0.030

+/+ -0.09 -0.08 (0.02) <0.001
HOMA-IR

Edad -0.07 -0.01 (<0.01) 0.031

ICT 0.32 7.02 (3.24) 0.031

-/- Referencia®

+/- -0.02 -0.07 (0.09) 0.469

-[+ -0.02 -0.16 (0.15) 0.264

+/+ 0.03 0.17 (0.13) 0.210
ICT

Sexo masculino -0.11 -0.02 (<0.01) <0.001

Edad 0.20 <0.01 (<0.01) <0.001

-/- Referencia®

+/- -0.03 <0.01 (<0.01) 0.217

-[+ -0.02 -0.01 (0.01) 0.268

++ 0.02 0.01 (0.01) 0.293

Los cuatro grupos estudiados son: los que tienen el genotipo ancestral (denominado como -/-) en las dos variantes, y los otros grupos incluyen
a los portadores de una variante (denominados como +/- para los portadores de rs2422493, pero no portadores de la rs9282541 y el grupo -/+
para el caso contrario), o de ambas variantes (grupo +/+). Los portadores de una o ambas variantes se consideraron al tener uno o dos alelos
de riesgo. DT2, diabetes tipo 2: HDL-c, colesterol HDL; HOMA-IR, modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina; ICT, indice
cintura-talla.

®Los componentes principales de dos GWAS fueron usado para estimar la ancestria, diferenciandola entre ancestria Americana o Europea.

®La referencia fue tomada en cuenta como el genotipo ancestral de ambos polimorfismos de un solo nucleétido del gen ABCAT.
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¢ Actividad de la regiéon promotora

7.8 Actividad del promotor de ABCA1

Para analizar si el polimorfismo rs242293 tenia efecto sobre la actividad del
promotor de ABCA1, clonamos el promotor del gen ABCA1 teniendo en cuenta la
posicion de nucledtidos +35 desde el sitio de inicio de la transcripcion hasta el -
665 (figura 7.8A). Como se muestra en la figura 7.8B el constructo del plasmido
reportero pGL4 que contenia la secuencia alélica T, tuvo una actividad
significativamente menor que el constructo que contenia la secuencia alélica C
(p<0.001). Por lo tanto se concluye que la variante genética rs242293 (-565C/T)
disminuye la actividad del promotor de ABCAT.
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Figura 7.8. Actividad de Ila actividad del promotor del gen ABCA1. A.
Representacion esquematica del constructo del plasmido pGL4 con el promotor de
ABCA1 con el nucleétido C o T en la regién -565, con el gen reportero de la
luciferasa. B. Porcentaje de la actividad relativa de luciferasa (estandarizada contra
la actividad de Renilla luciferasa) con la secuencia de nucleétidos -665 a +35, con el
nucleédtido C o T, tranfectada en la linea celular HeLa. Los resultados representan

tres experimentos hechos por triplicado, con valores de mediatEEM, *p<0.001.
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e Funcion de HDL

7.9 Efecto de las HDL sobre la secrecion de insulina

Para evaluar el efecto de las HDL aisladas de plasma de humanos, incubamos la
linea celular MIN-6 con distintas concentraciones de glucosa: baja (2.8 mmol/L),
fisiologica (5.5 mmol/L) o alta (25 mmol/L), con o sin HDL a concentraciones de
0.5 mg/dL, 0.75 mg/dL o 1 mg/dL (teniendo en cuenta la concentracion de
proteinas de las HDL). La incubacion durante una h con 2.8 mmol/L de glucosa y
0.5 mg/mL de HDL liber6 mas insulina al medio comparada con las células control
sin HDL (101+4 vs. 5517 ng de insulina/mg de proteina celular, p<0.01). Una
tendencia similar fue se observd con la secrecion de insulina usando una
concentracion de glucosa de 5.5 mmol/L con 0.5 mg/dL de HDL vs. 5.5 mmol/L de
glucosa sin HDL (146+14 vs. 8719 ng de insulina/mg de proteina celular,
respectivamente, p<0.05). Cuando la células MIN-6 fueron incubadas con 25
mmol/L de glucosa durante una hora, la concentracion de insulina del medio de
cultivo incrementé de 5517 a 283+30 ng de insulina/mg de proteina celular,
p<0.05 (figura 7.9). Las HDL a concentracion de 0.5 mg/dL aumentaron aun mas
la secrecion de insulina estimulada por glucosa que su respectivo control (393+22
vs. 283130 ng de insulina/mg de proteina celular, respectivamente, p<0.05).
Resultados con tendencia similar se encontraron cuando se incubaron las células
MIN-6 con HDL a diferentes concentraciones (0.5, 0.75 o 1 mg/dL) en la presencia
de concentraciones fisioldgicas o altas de glucosa (figura 7.10).
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Figura 7.9. Efecto de las HDL de humanos sobre la secrecion de insulina de la linea
celular MIN-6. Las células MIN-6 fueron incubadas por 1 hora con 2.8, 5.5, or 25
mm/L de glucosa, en ausencia (barras blancas, control), o presencia de HDL con
0.5 mg/mL (barras grises), 0.75 mg/mL (barras grises oscuras), or 1 mg/mL (barras
negras). Todos los resultados fueron normalizados con la concentracién de
proteinas totales. Los resultados representan Ila mediatEEM de cuatro
experimentos llevados a cabo por cuadruplicado, *p<0.05 comparado con células
control.

7.10 Las HDL incrementan la secrecién de insulina estimulada por glucosa

En la linea celular MIN-6 la secrecion de insulina se puede observar cuando se
usan concentraciones altas de glucosa (25 mmol/L), comparada tanto con
concentraciones bajas (2.8 mmol/L) como fisiolégicas de glucosa (5 mmol/L)
(figura 7.10).

Una tendencia similar a la anterior se observa cuando se usan diferentes

concentraciones de HDL (0.5, 0.75 o 1 mg/dL) con altas concentraciones de
glucosa (figura 7.10).

Por lo tanto, estos resultados muestran que las particulas de HDL pueden

incrementar la secrecidn de insulina estimulada por glucosa.
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Figura 7.10. Efecto de las HDL de humanos sobre la secrecion de insulina de la
linea celular MIN-6. Las células MIN-6 fueron incubadas por 1 h con 2.8, 5.5, or 25
mM de glucosa, en ausencia o presencia de HDL (0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL, or 1
mg/mL). Todos los resultados fueron normalizados con la concentracién de
proteinas totales. Los resultados representan Ila mediatEEM de cuatro

experimentos llevados a cabo por cuadruplicado, *p<0.05.

7.11 Composicion quimica de las subpoblaciones de HDL

Para evaluar si la secrecién de insulina incrementada por las HDL dependia de
alguna subpoblacion particular de HDL, se aislaron cinco subclases a partir de
plasma humano: 2b, 2a, 3a, 3b y 3c. Posteriormente medimos la masa total y la
composicién quimica de cada una de ellas, teniendo en cuenta el contenido de
proteina total, fosfolipidos, triacilgliceroles, colesterol libre y colesterol esterificado.
La masa total de las diferentes subfracciones de HDL se presenta en la figura
7.11a. El contenido total de proteina mostré una tendencia a incrementarse
conforme disminuia la concentracién total de lipidos, cuantificadas en mg/dL
(figura 7.11b) y peso porcentual (figura 7.11c)
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Figura 7.11. Masa total (a) y composicién quimica de la subfracciones de HDL2b,
HDL2a, HDL3a, HDL3b and HDL3c aisladas de 4 hombres y 4 mujeres sanos,
expresado como mg/dL (b) y como peso porcentual del total de la masa (c). Los
datos muestran la mediaxEEM de tres diferentes experimentos, llevados a cabo por
triplicado.
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7.12 Efecto de las HDL totales y subfracciones de HDL sobre la secrecién de

insulina usando concentraciones bajas de glucosa

El estimulo con HDL aumentd la secrecion de insulina, incluso mas que solo la
glucosa. Por lo tanto, evaluamos mas a fondo la contribuciéon de cada subfraccidn
de HDL: 2b, 2a, 3a, 3b y 3c en la secrecidon de insulina, teniendo en cuenta la
mayor concentracion de HDL (concentracién de proteina de 1 mg/mL), con 2.8
mmol/L glucosa durante 1 hora en células MIN-6. La figura 7.12 muestra que
todas las subfracciones de HDL y HDL total mostraron mayor secrecion de
insulina que sus respectivos controles (p<0.001). Aunque no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las subfracciones de HDL, si
hubo una tendencia de las subfracciones 2b y 2a que muestran una menor
secrecion de insulina en comparacion con las subfracciones HDL3a, 3b y 3c.
Estos resultados sugieren que todas las subfracciones de HDL, asi como el HDL
total, tienen un efecto potenciador similar en la secrecién de insulina.
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Figura 7.12. Efecto de la HDL total y subfracciones de HDL aisladas de humanos
sobre la secreciéon de insulina con baja glucosa en la linea celular MIN-6. Las
células MIN-6 fueron incubadas por una hora con 2.8 mM de glucosa, en presencia
de 1 mg/mL de HDL total o sus subfracciones 2b, 2a, 3a, 3b and 3c (barras negras)
o en ausencia de HDL (barras blancas). Todos los resultados fueron normalizados
con la concentracion de proteinas totales. Los resultados representan Ia
mediazEEM de cuatro experimentos llevados a cabo por triplicado, *p<0.05

comparado con células control.
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7.13 Efecto de las HDL totales y subfracciones de HDL sobre la secrecién de

insulina usando concentraciones altas de glucosa

Para determinar si la capacidad de las subfracciones de HDL era diferente entre
ellas en cuanto al estimulo que causan en la secrecién de insulina con altas
concentraciones de glucosa, las células MIN-6 se incubaron con 25 mmol/L
durante 1 hora. La incubacion de las células MIN-6 con 25 mmol/L de glucosa y 1
mg/L de proteina de HDL aumentd la liberacidn de insulina de 24522 a 410+22
ng de insulina/ mg de proteina celular (p<0.001) (figura 7.13). De manera similar,
las subfracciones de HDL (2a, 2b, 3a, 3b y 3c) incrementaron la secrecion de
insulina en comparacion con sus respectivos controles (p<0.05). En este
experimento tampoco observamos diferencias estadisticamente significativas
entre el efecto de la HDL total y sus subfracciones.
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Figura 7.13. Efecto de la HDL total y subfracciones de HDL aisladas de humanos
sobre la secrecion de insulina con alta glucosa en la linea celular MIN-6. Las
células MIN-6 fueron incubadas por una h con 25 mM of glucosa, en presencia de 1
mg/mL de HDL total o sus subfracciones 2b, 2a, 3a, 3b and 3c (barras negras) o en
ausencia de HDL (barras blancas). Todos los resultados fueron normalizados con
la concentracion de proteinas totales. Los resultados representan la mediaxEEM de

cuatro experimentos llevados a cabo por triplicado, *p<0.05 comparado con células
control.
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7.14 Efecto de las HDL totales y subfracciones de HDL sobre el flujo de

salida de colesterol en las células MIN-6

Evaluamos la funcién de las HDL totales y de las subfracciones de HDL 2b, 2a,
3a, 3b y 3c con respecto el flujo de salida de colesterol en las células 8 (MIN-6) y
las comparamos con sus respectivos controles. Todas las subfracciones de HDL
mostraron un flujo de salida de colesterol mas alto que sus controles (p<0.05). La
subfraccion HDL3c provoco el mayor flujo de salida de colesterol (7.0%), y las
subfracciones HDL2a evocaron el menor eflujo (4.4%), pero la diferencia entre

estas dos subfracciones no alcanzo significancia estadistica (p=0.07) (figura 7.14).
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Figura 7.14. Capacidad del flujo de salida de colesterol de las HDL totales y
subfracciones de HDL en la linea celular MIN-6. Las células MIN-6 fueron incubadas
con 1 uCi/mL *[H]-colesterol en LDL acetiladas durante una hora, posteriormente
fueron equilibradas con medio DMEM, y el ensayo de eflujo de colesterol se llevé a
cabo con HDL totales o subfracciones 2b, 2a, 3a, 3b or 3c. Los resultados
representan la mediatEEM de tres experimentos Illevados a cabo por

cuadruplicado, *p<0.05 comparado con su respectivo control.
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7.15 Efecto de las HDL totales sobre el flujo de salida de colesterol en las

células Rin-m5F

Evaluamos el efecto de las HDL totales sobre el flujo de salida de colesterol en la
linea celular Rin-m5F, con el objetivo de comprobar si habia diferencias en cuanto
al tiempo de exposicion con las HDL, entre 6, 12y 24 h.

El flujo de salida de colesterol usando HDL por 24 h fue mas alto que el de 12 h
(12.3% vs. 7.6%, respectivamente, p<0.01) o 6 h (12.3% vs. 4.2%,
respectivamente, p<0.001). Asi como el flujo de salida de colesterol fue mas alto

cuando se usaron las HDL durante 12 h que 6 h (p<0.05) (figura 7.15).

Por lo tanto podemos concluir que el tiempo de exposicion (de la linea celular
RIN-m5F) con las HDL si se muestra afectado a la alza. Lo que se interpreta
como que un mayor tiempo de exposicion con las HDL se traduce en un mayor

eflujo de colesterol.
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Figura 7.15. Capacidad de eflujo de colesterol a las 6, 12 y 24 h con HDL totales en
la linea celular Rin-m5F. Las células Rin-m5F fueron incubadas con 1 uCi/mL *[H]-
colesterol en LDL acetiladas durante una h, posteriormente fueron equilibradas con
medio RPMI, y el ensayo de eflujo de colesterol se llevé a cabo con HDL totales por
6, 12 y 24 h. Los resultados representan la mediazEEM de dos experimentos
llevados a cabo por triplicado. El control negativo fue restado en cada uno de los

tiempo, *p<0.05.
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7.16 Efecto de la glucosa sobre la secrecion de insulina en la linea celular
Rin-m5F

Los objetivos de evaluar el efecto de la glucosa a diferentes concentraciones (3,
5, 10, 20, 40 y 80 mmol/L) sobre la secrecion de insulina en una segunda linea
celular de insulinoma (RIN-mS5F) fueron: examinar si existia secrecién de insulina
mediada por glucosa, y posteriormente evaluar si existia aumento de liberacion de
insulina de acuerdo a los niveles de HDL. Los resultados muestran que la linea
celular Rin-m5F no secreta insulina con concentraciones de glucosa bajas,
fisiologicas, altas o muy altas, y tampoco hay diferencias significativas entre ellas
(p>0.05) (figura 7.16). Lo anterior se encontré a pesar de que esta linea celular si
tiene granulos de insulina en su interior (figura 7.17).
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Figura 7.16. Secrecion de insulina con diferentes concentraciones de glucosa en la

linea celular RIN-m5F.

Figura 7.17. Micrografias electrénicas de la linea celular Rin-m5F, mostrando los

granulos de insulina (senalados con flechas).
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8. DISCUSION

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio que evalua el
efecto combinado de las variantes genéticas rs2422493 y rs9282541 del gen
ABCA1 sobre las concentraciones plasmaticas de HDL-c y el riesgo de DT2. Es
posible que la variante rs2422493 del promotor de ABCA1 cause una disminucion
en la actividad transcripcional de este gen in vivo, tal como se ha mostrado a
través de estudios in vitro con un gen reportero. Se ha documentado que en
placas de aterosclerosis, los portadores del alelo de riesgo T tuvieron menor
expresion del gen ABCA1, tal como lo han demostrado Kyriakou et al. (73). Sin
embargo, se han publicado resultados discordantes con respecto al efecto que
tiene esta variante genética sobre el riesgo de hipoalfalipoproteinemia. En la
presente tesis, los valores plasmaticos de HDL-c no mostraron diferencias
significativas entre los portadores y los no portadores de la variante rs2422493, ni
tampoco se observaron diferencias en la frecuencia de hipoalfalipoproteinemia, lo
cual apoya los hallazgos de las cohortes de poblacion China, Caucasica, Africana-
Americana, e Hispana (73-75). En contraste, un estudio llevado a cabo en sujetos
Iranies encontré que los portadores del alelo T tuvieron una mayor prevalencia de
hipoalfalipoproteinemia, con menores niveles plasmaticos de HDL-c que los no
portadores (17). Sin embargo, el papel de la variante rs2422492 ha sido estudiada
mas extensamente no solo en relacién con el perfil lipidico, sino también en
relacion con la enfermedad cardiovascular. Por ejemplo, la presencia del alelo T
en la transicion C por T en la posicion -565 ha resultado asociado con el
desarrollo (76) y la severidad de la aterosclerosis (77), asi como con la
calcificacion de las arterias coronarias (74).

De manera interesante, en este trabajo encontramos una tendencia de
niveles de HDL-c hacia la baja en los cuatro grupos estudiados, con una
tendencia de disminucion a partir del genotipo ancestral de ambas variantes (—/-),
seguido por los portadores del SNP rs2422493 (+/-), los portadores de la
rs9282541 (-/+), hasta los portadores del ambas variantes (+/+) que tenian los
niveles de HDL-c mas bajos. Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas cuando comparamos los efectos directos que los grupos —/+ y +/+
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tenian sobre los niveles de HDL-c. Mas aun, los efectos indirectos que estos
grupos tenian sobre el riesgo de DT2, a través de los niveles de HDL-c, no fueron
estadisticamente distintos, sugiriendo que los efectos observados sobre los
valores de HDL-c y sobre el riesgo de DT2 son resultado del efecto de la variante
R230C (rs9282541). Mas especificamente, cuando analizamos por separado los
portadores vs. los no portadores del alelo de riesgo T de la variante rs9282541,
encontramos que el efecto directo sobre DT2 no fue significativo (8=0.004;
p=0.94), pero el indirecto si lo fue, mediado a través de los niveles de HDL-c
(B=0.05; p<0.001), lo que corrobora nuestros resultados iniciales. Lo anterior se
encuentra en la misma linea de evidencia de hallazgos previos que muestran que
la variante R230C de ABCA1 esta asociada con incremento en el riesgo de
presentar bajos niveles de HDL-c (11) y con mayor prevalencia de
hipoalfalipoproteinemia (11, 16).

En el presente trabajo de tesis no encontramos un efecto directo
significativo de ningun grupo genético estudiado sobre el riesgo de DT2. Estudios
similares han sido previamente elaborados en relacion a la variante rs9281541,
como el publicado por Miranda-Lora et al. en el cual no encontraron asociacion de
este SNP con DT2 en mexicanos, incluso después de hacer el ajuste por factores
de riesgo conocidos (78); tampoco lo encontraron Campbell et al. en adultos de
Colombia con ascendencia nativa americana (79), ni Haghvirdizadeh et al. entre
Malayos (80). En contraste, Villarreal-Molina et al. identificaron una asociacion
significativa entre portadores de la variante rs9282541 y DT2 de inicio temprano
(=45 afios de edad) en mexicanos, pero tal asociacion no se observo en el grupo
de DT2 de incio tardio (14). De forma interesante, cuando evaluamos los efectos
directos e indirectos de las variantes analizadas con respecto a la edad de inicio
de la DT2, tampoco encontramos efectos directos significativos.

Los resultados anteriores son contradictorios debido al papel que tiene la
variante R230C sobre el riesgo directo de DT2, lo que posiblemente resulta del
tamafio de muestra utilizado en estudios previos (14), diferencias en la
metodologia para evaluar la ancestria, y por la influencia que la variante funcional
—-565C/T pudiera tener sobre el riesgo de DT2 cuando esta presente en
combinacion con la variante R230C.

Nuestros resultados muestran que el efecto que la variante R230C tiene
sobre el riesgo de DT2 es indirecto, a través de la disminucion de los niveles
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plasmaticos de HDL-c, hallazgo que esta respaldado por el analisis de senderos
que llevamos a cabo en un gran numero de individuos utilizando una metodologia
robusta para evaluar y ajustar por ancestria en individuos mestizos mexicanos.
Hasta donde tenemos conocimiento, este el primer reporte que muestra a las
concentraciones HDL-c como un factor de riesgo intermedio entre una variante
funcional del gen ABCA1 y la DT2. Estos resultados son consistentes con lo
observado en distintos estudios epidemiologicos que han documentado a los
niveles bajos de HDL-c como una factor de riesgo para el desarrollo de DT2 (23,
24, 25, 81). De acuerdo a nuestro analisis de senderos, el ICT tiene un efecto
directo y positivo sobre el riesgo de DT2 y de resistencia a la insulina (calculado
por HOMA-IR), y uno negativo sobre los niveles de HDL-c, sin embargo, ninguna
de las variantes de ABCA171 que estudiamos tuvo algun efecto sobre el ICT.
Asociaciones contradictorias de la variante R230C con obesidad (determinadas a
través del IMC) han sido reportadas, donde algunos estudios muestran asociacion
significativa (15), mientras que otros estudios no la han encontrado (82). En este
trabajo, utilizamos el ICT en vez del IMC, ya que ha mostrado ser un mejor indice
asociado con enfermedad cardiovascular en diferentes poblaciones (83, 84),
incluyendo la mexicana (85). También identificamos que el estado de portador del
SNP rs9282541, el sexo masculino, la resistencia a la insulina, un alto ICT y la
edad avanzada son factores de riesgo independientes para presentar bajas
concentraciones plasmaticas de HDL-c en mexicanos. De igual manera, la
resistencia a la insulina, la edad avanzada y los bajos niveles de HDL-c son
factores de riesgo para presentar DT2, mientras que también identificamos
efectos indirectos del ICT hacia DT2 , uno a través de HDL-c y el otro a través de
HOMA-IR. Sin embargo, cuando evaluamos los efectos indirectos de todos los
grupos genéticos de ABCA1 a DT2, ya fuera a través del ICT o del HOMA-IR, lo
coeficientes beta no fueron significativos.

Incluso cuando si observamos una disminucion en la actividad del promotor
de ABCAT1 con el alelo de riesgo de la variante genética rs2422493, esto no lo
pudimos documentar de forma directa en los niveles plasmaticos de HDL-c en la
poblacidon estudiada. La falta de tal asociacion puede deberse a varias causas,
como la presencia de factores de riesgo ambientales y genéticos adicionales. Es
importante notar que en este trabajo de tesis no consideramos otros
polimorfismos en genes involucrados en el metabolismo de las HDL, pero que si
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es relevante mencionar, ya que potencialmente afectan las concentraciones de
HDL-c, su estructura y funcion, como las proteinas codificadas en los siguientes
genes: apoA-l, LCAT, CETP, PLTP, SR-B1, lipasa de lipoproteina, lipasa hepatica
y lipasa endotelial (86). La interaccion entre polimorfismos de los anteriores genes
y factores ambientales, asi como con distintas comorbilidades podrian conllevar a
variabilidad en los niveles de HDL-c, los cuales no son predecibles considerando
exclusivamente el contexto genético (86).

En el transcurso de los ultimos afos, estudios clinicos, en animales, asi
como estudios in vitro han identificado una amplia gama de funciones de las HDL
que contribuyen a la fisiopatologia de la DT2. Distintos estudios sugieren que la
disminucion de la actividad de ABCA1 conlleva a disfuncion de la célula B (22).
Las HDL y sus subfracciones 2a, 2b, 3a, 3b y 3c pueden incrementar la secrecion
de insulina, tal como lo pudimos comprobar en el presente trabajo, el cual muestra
que las HDL nativas aisladas de individuos sanos son capaces de promover la
salida de insulina de la linea celular pancreatica MIN-6. Se ha documentado
también que las HDL funcionan tanto como secretagogos de la insulina, asi como
incrementando el efecto de la glucosa (26, 27, 87). Nosotros observamos que en
las células MIN-6 la glucosa promueve la secrecion de insulina de forma
dependiente de su concentracion. Un punto relevante a tomar en cuenta es que
nosotros utilizamos HDL aisladas de seres humanos sanos, ya que posiblemente
estas particulas retienen gran parte de sus funciones fisiolégicas. En presencia de
altas concentraciones de glucosa, las HDL incrementan la secrecidén de insulina
estimulada por glucosa, posiblemente mediante la via secretora clasica,
dependiente de la activacion de los canales de KATP (88). Sin embargo, con
condiciones de concentraciones de glucosa baja, las HDL también incrementaron
la liberacion de insulina, comparada con los controles, consistente con los
resultados publicados por Fryirs et al., donde observaron que las principales
proteinas de las HDL, apoA-l y apoA-ll estaban involucradas en la activacion de
AMPc, y la subsecuente liberacion de insulina (26).

Posteriormente probamos con diferentes concentraciones de HDL para
evaluar si la secrecion de insulina también se incrementaba; sin embargo, no
encontramos ninguna diferencia al aumentar la concentracion de HDL. Tales
resultados sugieren que los efectos de las HDL sobre la liberacion de insulina

tiene una maxima eficiencia a una determinada concentracion (i.e., efecto de
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techo). También fue importante tomar en cuenta que las HDL producen particulas
que varian en tamafo, forma, densidad y composicion (89-91), desde las mas
grandes y menos densas (HDL2) hasta la mas pequefas y mas densas (HDL3),
clasificandose asi como subfracciones 2a, 2b, 3a, 3b y 3c. El componente
proteico fue mayor conforme las subfracciones eran mas pequenas, desde 3c
hasta 2a. Incluso cuando nosotros no cuantificamos la concentraciéon de cada
apolipoproteina, es bien sabido que las proteinas mas abundantes en las HDL
son la apoA-I (70%) y la apoA-Il (20%) (90), seguidas de otras proteinas menores.
Ademas, se ha demostrado que la funcion y la composicion de las subpoblaciones
de HDL, principalmente el proteoma y el lipidoma, pueden alterarse en las
primeras etapas de ciertas enfermedades, entre ellas el infarto agudo de
miocardio y la cardiopatia isquémica o valvular, lo que implica la disfuncion de su
actividades bioldgicas (92, 93).

Es interesante que cuando usamos las cinco subfracciones de HDL, no
encontramos diferencias significativas en la secrecidn de insulina. Una posible
explicacion es que utilizamos la misma concentracion de proteina HDL en todas
las subfracciones evaluadas. Como se ha demostrado anteriormente, la porcion
de proteina (principalmente apoA-l) es un regulador importante de la secrecion de
insulina (26, 94). Sin embargo, a pesar de no haber encontrado diferencias
significativas, observamos una tendencia sobre la subfracciones de HDL
pequefias y densas a presentar el efecto mas potente sobre la secrecion de
insulina con bajas concentraciones de glucosa, siendo la subpoblacién 3a la que
mostré mayor capacidad secretagoga.

En la misma linea de evidencia, también observamos que la subpoblacién
3c mostré el mayor efecto sobre el flujo de salida de colesterol. Esta observacion
es consistente con estudios previos, en diferentes tipos de células, como los
macrofagos o lineas celulares derivadas de hepatocitos que muestran gran flujo
de salida de colesterol mediado por la subfraccion 3c (94, 95). La subfraccion
HDL3 se considera la subpoblacion mas activa en términos de flujo de salida de
colesterol mediado por ABCA1, probablemente debido a las diferencias
conformacionales que la apolipoproteina apoA-I toma entre las particulas
pequefias y densas (HDL3) en comparacion con las mas grandes (HDL2) (96).
Por lo tanto, aunque la subfraccion 3c representa menos del 15% de la HDL total,
tiene un potente efecto contra la oxidacion causada por las particulas de LDL (89),
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y que ha sido asociado directamente con la proteina apoA-l (97). Se ha propuesto
que los individuos que tienen elevados niveles plasmaticos de HDL2 tienen menor
riesgo de DT2 incidente (98); en contraste, otros sugirieron que la actividad de la
HDL3 es deficiente entre los pacientes con diabetes tipo 2 (99). De igual forma, en
pacientes con DT2 se ha demostrado que la actividad antioxidativa de la
subfraccion HDL3 esta disminuida como resultado de su composicion quimica
alterada (99).

En el presente estudio no observamos un efecto diferencial de ninguna de
las subfracciones de HDL con respecto a la secrecién de insulina. Sin embargo,
es posible que la subfraccion HDL3c ejerza un efecto secretagogo de insulina al
promover el flujo de salida de colesterol de las células MIN-6; ya que otros
estudios han mostrado que la incubacidn con apoA-I o apoA-ll aumenta
notablemente la secrecion de insulina, sin modificar los niveles de colesterol
intracelular (26, 94). Aunque no podriamos descartar la posibilidad de una
distribucion de colesterol subcelular anormal (44). En este sentido se ha sugerido
que una alta concentracion de colesterol en los granulos secretores contribuye a
la produccion de insulina, su empaque (100) y secrecion (101). Alternativamente,
las HDL pueden afectar la supervivencia de las células 8 al disminuir la IL-1B y la
apoptosis inducida por glucosa, asi como por medio de la modulacion de estrés
del reticulo endoplasmico en las células B (102), lo que conllevaria a la muerte de
los islotes durante el desarrollo de diabetes (97). Tales efectos estan mediados
particularmente por los componentes de proteinas y lipidos de las HDL (103). Por
otro lado, Brunham et al. han propuesto que la toxicidad mediada por colesterol
puede afectar la secrecion de insulina en el modelo de ratdn de inactivacion de
ABCA1 (31). También estudios en individuos con enfermedad de Tangier,
causados por mutaciones en el gen ABCA1, han mostrado severa deficiencia de
los niveles plasmaticos de HDL-c, acumulacién de colesterol en los tejidos
periféricos y alterada secrecion de insulina estimulada por glucosa (104). Por lo
tanto, es de vital importancia la homeostasis de colesterol para la funcién de las
células B; asi como la combinacion de colesterol intracelular con la reduccion de
la expresion de ABCA1 se asocia con la deposicion de amiloidea de los islotes
pancreaticos, lo que se considera una caracteristica patoldgica de la DT2 (105).

Por otro lado, en un ensayo clinico doble ciego, controlado por placebo, en
el que usaron una infusion de HDL reconstituida (HDLr) en pacientes con DT2,
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posterior a 4 h, los niveles de glucosa plasmatica disminuyeron en el grupo de
HDLr, mostrando un incremento en los niveles de insulina en plasma, con una
mejor funcién de células B (evaluada mediante el modelo de HOMA-B), y
activacion de la proteina cinasa de AMP en musculo esquelético (87).

Por lo tanto, los efectos de las HDL sobre las células 3 se pueden observar
no solo como secretagogos de la insulina, sino también como moduladores del
metabolismo de la glucosa (97, 106), asi como mediadores de la liberacion de
adiponectina, una hormona de los adipocitos que incrementa la sensibilidad a la
insulina (107). Por consiguiente, el impacto positivo en la funcion de las células 3
a través de las HDL, se puede observar en estudios tanto in vitro como in vivo.

Dada la importancia de las funciones de las HDL, se han disefiado
estrategias terapéuticas con el fin de incrementar los niveles plasmaticos de HDL-
c en seres humanos. Las bases para estos tratamientos se construyeron sobre el
conocimiento en ratas y ratones deficientes en CETP, los cuales son resistentes
al desarrollo de aterosclerosis, asi como variantes genéticas en humanos que
podrian condicionar un aumento o disminucién de los valores de HDL-c
(dependiendo si la variantes en cuestion incrementa o disminuye la expresion del
gen CETP). Sin embargo, los niveles en plasma de HDL-c no siempre son un
reflejo perfecto de la funcionalidad de estas moléculas. Tal como se ha visto en
diversos ensayos clinicos con inhibidores de la CETP, como los llevados a cabo
con torcetrapib (estudio ILLUMINATE), dalcetrapib (estudio dal-OUTCOMES) vy
evacetrapib (estudio ACCELERATE), con resultados positivos y significativos en
el incremento de HDL-c, pero todos fallaron en la reduccion de eventos
cardiovasculares. Las posibles explicaciones de esas fallas son: los inhibidores de
la CETP producen HDL disfuncionales, eventos adversos no relacionados a los
farmacos, el seguimiento fue muy corto para ver algun efecto positivo, las
propiedades protectoras de las HDL no se relacionaron con el incremento de las
HDL-c, entre otras (108). El unico inhibidor de la CETP que mostro eficacia clinica
en reduccion de eventos cardiovasculares fue anacetrapib con atorvastatina
(estudio REVEAL), sin embargo fue debido principalmente a reduccién de LDL-c,
y no aumento de HDL-c (109)

Por lo tanto, es primordial el estudio de las moléculas de HDL en diferentes
contextos de salud y enfermedad, asi como también enfocar esfuerzos al

incremento de su funcionalidad, y no solo de la concentracion de HDL-c.
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis muestra la asociacion de la variante genética
rs9282541 del gen ABCA1 y el riesgo de DT2, a través de la disminucion de las
concentraciones plasmaticas de HDL-c. Estos resultados indican que las variantes
funcionales de ABCA1 podrian actuar como factores de riesgo heredables para el
desarrollo de DT2 en mexicanos, por medio de la influencia de ABCA1 sobre los
niveles de HDL-c. De suma relevancia es la confrontacion de los resultados
anteriores con la primera hipdtesis planteada en esta tesis, ya que nuestra
premisa fue que tanto la variante genética de la regidn promotora (rs2422493)
como de la region codificante (rs9282541) del gen ABCA1 se asociaban con
hipoalfalipoproteinemia y DT2. Sin embargo solo encontramos tales asociaciones
del SNP rs9282541, de forma directa con hipoalfalipoproteinemia y de forma
indirecta con DT2, a través de los valores plasmaticos de HDL-c. En cambio, no
hubo tales asociaciones con el SNP rs2422493.

Por otra parte, también analizamos el efecto de las HDL y sus
subfracciones sobre la secrecidn de insulina, encontrando que es probable que
las subclases de HDL mas pequefas tengan una mayor capacidad de promover
la secrecion de insulina, en comparacion con las particulas mas grandes, y que
estas particulas de HDL posiblemente afecten el flujo de salida de colesterol, la
secrecion de insulina y la homeostasis de la glucosa. Al contrastar la segunda
hipdtesis de esta tesis con los resultados obtenidos, observamos que
efectivamente las HDL totales y sus subfracciones si incrementaron tanto el flujo
de salida de colesterol, como la secrecion de insulina, en la linea celular 8
estudiada.

Por lo anterior, es de suma importancia dilucidar completamente las
funciones de las moléculas de HDL en individuos sanos, asi como en pacientes
con diferentes patologias. Se requieren estudios farmacoldgicos y no
farmacoldgicos adicionales con el objetivo no solo de aumentar los niveles
plasmaticos de HDL-c sino también de mejorar la funcionalidad de las particulas
de HDL.
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Abstract

Purpose Type 2 diabetes (T2D) and low serum concentration of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) are common
coexisting metabolic disorders. ABCAI variants have been shown to be associated to these conditions. We sought to test the
combined effect of two ABCAI gene common variants, rs2422493 (- 565C > T) and rs9282541 (R230C) on HDL-c levels
and T2D risk.

Methods Path analysis was conducted in 3,303 Mexican-mestizos to assess the specific contributions of rs2422493 and
rs9282541 ABCA1 variants, insulin resistance, waist-to-height ratio (WHtR), and age on HDL-c levels and T2D risk. Par-
ticipants were classified into four groups according to their ABCAI variants carrier status: (i) the reference group carried
wild type alleles for both ABCAI variants (—/—), (ii) +/— were carriers of rs2422493 but non-carriers of rs9282541, (iii)
—/+ for carriers of rs9282541 but not carriers of 1s2422493 and (iv) carriers of minor alleles for both SNPs (+/+). Principal
components from two previous genome-wide association studies were used to control for ethnicity.

Results We identified significant indirect effects on T2D risk mediated by HDL-c in groups —/+ and +/+ (#=0.04; p=0.03
and f=0.06; p <0.01, respectively) in comparison to the —/— reference group. Low concentrations of HDL-c were directly
and significantly associated with increased T2D risk (f=—-0.70; p <0.01). WHtR, male gender, age, and insulin resistance
were also associated with T2D risk (p <0.05). There was no significant direct effect for any of the ABCAI groups on T2D
risk: p=0.99, p=0.58, and p=0.91 for groups +/—, —/+, and +/+ respectively.

Conclusions The ABCA1 159282541 (R230C) allele is associated with T2D in Mexicans through its effect on lowering
HDL-c levels. This is the first report demonstrating that HDL-c levels act as an intermediate factor between an ABCAI
variant and T2D.

Keywords ABCAI - HDL - HDL-c - Hypoalphalipoproteinemia - Type 2 diabetes - rs2422493 - rs9282541

Introduction

Type 2 diabetes (T2D) and low serum concentration of
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c, i.e., hypoal-
phalipoproteinemia) are very prevalent metabolic conditions
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associated with high morbidity and mortality in the Mexican
population [1, 2]. Both disorders are strongly influenced by
lifestyle [3, 4] and genetic factors [5, 6]. Of particular inter-
est is the recognition of genetic variants derived from Amer-
indian ancestry that have a large effect on various metabolic
traits, including dyslipidemias such as hypertriglyceridemia
[7, 8], hypoalphalipoproteinemia (HA) [9-11], obesity [12],
and T2D [13]. Among such variants, the ABCAI polymor-
phism rs9282541 (R230C), which is almost exclusively pre-
sent in Amerindian and Amerindian-derived populations,
has been associated with low HDL-c levels [9, 10, 14, 15],
T2D [13] and obesity [15]. On the other hand, the C to T
polymorphism at position — 565 (rs2422493) in the ABCAI
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gene promoter results in decreased transactivation activ-
ity of a reporter gene in vitro and presumably lowers the
expression of ABCA! in vivo [16]. In addition, cell lines
expressing the ABCAI C230 allele (rs9282541) exhibit a
cholesterol efflux that is 27% lower than what is observed in
cells expressing the wild-type R230 allele [14]. These two
ABCA1 polymorphisms are frequent in Mexicans; rs2422493
and rs9282541 having minor allele frequencies of 0.5 and
0.11 [10], respectively.

The ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) par-
ticipates in the initial synthesis of HDL molecules mainly
in the liver through binding to the lipid-free apolipoprotein
A1 [17-19], but it also transfers cholesterol from peripheral
cells to lipid-poor apoAl [20, 21]. In animal models, it has
been shown that impaired ABCAI function leads to p-cell
dysfunction through decreasing cholesterol efflux [22] and
contributing to decreased insulin secretion. Epidemiological
evidence suggests that low HDL-c levels [23-25], as well as
low HDL-c/apoAl and HDL-c/apoAll ratios are independent
risk factors for incident T2D (25). Moreover, it has been pre-
viously recognized that HDL and apoAl molecules promote
insulin synthesis and insulin secretion in pancreatic B-cells
[26], MIN-6 cells, and rat islet cells [27].

The objective of this study was to elucidate the combined
effect of two common ABCA variants on HDL-c levels and
T2D risk. Therefore, through a path analysis we tested the
direct and indirect effects of two common ABCA1 gene vari-
ants, 152422493 and rs9282541, on HDL-c levels and T2D
risk in a cohort of 3,303 Mexicans.

Patients and methods
Study group

Mexican-mestizo individuals (with parents and grandparents
born in Mexico) who were 18 years and older and who had
participated in at least one of two previous GWAS for tri-
glycerides (GWAS-TG) [7] or T2D (GWAS-T2D) [28] were
included. Briefly, most of the participants were recruited at
the outpatient diabetes clinic of the Department of Endocri-
nology and Metabolism of the Instituto Nacional de Cien-
cias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) in
Mexico City. In addition, a cohort of normoglycemic gov-
ernment employees aged 45 years or older constituted the
control group. The resulting study cohort consisted of 914
T2D cases and 2,389 control individuals. T2D was diag-
nosed based on American Diabetes Association criteria [29].
The Committee of Ethics and the Institutional Review Board
of the INCMNSZ on human subjects research approved the
study protocol. This study conforms to the ethical guidelines
of the 1975 Declaration of Helsinki [30]. All individuals
provided written informed consent.

@ Springer

Clinical and laboratory analyses

BMI was calculated as weight (in kg) divided by height
(in m?), and waist-to-height ratio (WHtR) was assessed
dividing waist size by height, both measured in cm. We
included the WHIR because it is a better index than BMI
and waist circumference (WC) for detecting cardio-
metabolic risk factors linked to central obesity [31, 32].
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance
(HOMA-IR) was calculated according to the formula:
fasting insulin (microU/L)*fasting glucose (nmol/L)/22.5.
Trained personnel measured the weight, height, and waist
circumference of all participants. The diagnosis of HA
was considered when women had HDL-c < 1.3 mmol/L,
and men < 1.04 mmol/L. For biochemical analyses, blood
samples were obtained after a 9- to 12-h fast. Blood glu-
cose concentration was measured by using the glucose
oxidase method, and total cholesterol, HDL-c, and tri-
glycerides concentrations were measured using a Synchron
Autoanalyzer (Beckman Co). LDL-c was estimated from
total cholesterol as described by Friedewald et al. [33].
Genomic DNA was extracted from total blood samples
using a QIAamp 96 DNA Blood kit, Qiagen. Both ABCA]
1s2422493 and rs9282541 variants were genotyped using
Tagman probes. In addition, since all individuals had par-
ticipated in at least one GWAS, the respective principal
components (PCs) were available for estimating ethnicity.

Statistical analysis

Participants were grouped according to their carrier sta-
tus on ABCA variants in such way that four groups were
formed. The reference group consisted of individuals
having wild type alleles for both ABCAI variants (herein
denoted as —/—). The “+” sign is being used for carriers
of either one or two of the risk alleles as follows: The
+/— group corresponds to individuals are either heterozy-
gous or homozygous for the rs2422493 variant but non-
carriers of rs92822541. Group —/+ includes individuals
carrying rs92822541 in heterozygous or homozygous
state, but without risk alleles for rs2422493 variant; and
finally, the 4+/+ group refers to individuals carrying both
rs2422493 and rs9282541 variants in either heterozygous
or homozygous state.

Demographic and clinical characteristics were
described and compared between groups. Differences
were assessed using Mann—Whitney U test (for non-
parametric quantitative distributions in two groups) or
Kruskal-Wallis (for non-parametric quantitative variables
distributed in more than two groups) and chi-squared
test (for differences between proportions). Finally,
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Dunn-Bonferroni post hoc method was used to correct
for multiple comparison testing. Genotype frequencies
of both variants were evaluated. Hardy—Weinberg equi-
librium was determined in healthy controls using chi-
squared tests. Linkage disequilibrium (LD) was assessed
using 7 statistic.

Because PCs from previous GWAS (GWAS-TG [7] and
GWAS-T2D [28]) were available and the Native-American
ancestry percentage of 484 individuals was also known
(previously obtained by global ancestry calculation), the
correlation between the first PC of GWAS-T2D and the
percent of Native American ethnicity was computed. The
correlation between the first PC of GWAS-TG and the
first PC of GWAS-T2D was calculated and determined to
be highly correlated. Thus, through a simple linear regres-
sion model, the values of the PC from GWAS-T2D were
imputed for those who only had PC from GWAS-TG. As
aresult, a single index of ethnicity was obtained and used
for adjusting for population stratification.

To assess the direct and indirect effects between
ABCA] variants and HDL-c and T2D, path analysis was
used. Because the mediating variable was not sampled
under the case—control design, we performed the preva-
lence-weighted approach suggested by VanderWeele and
Vansteelandt [34] aiming to avoid potential bias estima-
tion. Path analysis is a multivariate statistical method
consisting of simultaneous regression equations where
continuous or categorical outcomes may be included.
This method has been applied in the Framingham study to
assess the role of genetic variants on metabolic diseases
[35, 36]. Gender, age, ethnicity, and the ABCAI groups
were the independent variables. HDL-c, WHtR, HOMA-
IR and T2D were the dependent variables. A theoreti-
cal path model was specified based on prior findings of
ABCA1 variant R230C associated to T2D [13]; and of
previously reported association between the C230 allele
of the rs9282541 with BMI [14, 15], and insulin resist-
ance with low expression of ABCAI in visceral adipose
tissue in humans [37]. Because T2D is a dichotomous
endogenous variable, Theta parameterization was used
and bias corrected standard errors were obtained through
the Bootstrap approach. To increase parsimony, non-sig-
nificant paths were removed. In all cases, and regardless
of the p value, the assessment of the genetic effects on
T2D, HDL-c, WHtR and HOMA-IR were always adjusted
for ethnicity. Furthermore, the direct effects were always
taken into account for assessing indirect effects. Good-
ness-of-fit of the final model was assessed using indices
such as the standardized summary of the average covari-
ance residuals [root mean square error of approximation
(RMSEA)], Comparative fit index (CFI) and Tucker-
Lewis index (TLI). We used Mplus v.8.3 software [38].

Results

Genotype frequencies for both SNPs were in Hardy—Wein-
berg equilibrium (p > 0.05). Genotype frequencies of the
—565C>T (rs2422493) SNP in all study subjects were
as follows: CC 0.268 (886/3303), CT 0.495 (1636/3303)
and TT 0.237 (781/3303). Allele frequencies were 0.52
for the C-allele and 0.48 for the T-allele. Regarding the
genotype frequencies of the R230C (rs9282541) variant
were CC 0.797 (2632/3303), CT 0.19 (627/3303), and
TT 0.013 (44/3303). Allele frequencies were 0.88 for
the C-allele and 0.12 for the T-allele. Both variants were
in Hardy—Weinberg equilibrium (p =0.66 and p =0.41,
respectively). Importantly, these two ABCAI variants
(rs2422493 and rs9282541) are inherited as independent
linkage disequilibrium blocks r*=—0.1.

The description of the main anthropometric and bio-
chemical measurements across the four ABCAI groups are
shown in Table 1. Largely, gender and age showed sig-
nificant differences among groups (p =0.04 and p=0.05
respectively). The group —/+4 had a predominance of
males, while individuals in the group —/— were older
than group +/4. Moreover, HA was significantly higher
between +/+ vs. +/— and —/— (71.2% vs. 58.5%, p <0.001,
in both cases); thus, carriers of r1s9282541 variant have a
higher HA frequency than non-carriers.

When we compared anthropometric and biochemical
characteristics according to the number of rs2422493 risk
alleles (0, 1 or 2 risk alleles), we did not find any clinical
or laboratory differences (data not shown). In contrast,
for the three genotype combinations of rs9282541 (CC,
CT and TT) we observed that, according to the nominal
p value, HDL-c plasma levels were higher among sub-
jects with the CC genotype compared to those with the
CT (p<0.001) or TT genotype (p <0.001); interestingly,
concentrations of HDL-c were slightly lower in individuals
with two risk alleles (TT) in comparison to those carry-
ing only one T allele (p=0.037). Also, CT carriers were
younger than CC (p =0.002) or TT carriers (p=0.017)
(Supplementary table).

Population stratification correction

We built a single ethnicity index based on our findings of
a correlation of 0.83 between the first PC of GWAS-T2D
and the GWAS-TG, and of 0.91 between the first PC of
GWAS-T2D and percent of Native-American ethnicity was
0.91. Thus, the use of the first PC of GWAS-T2D would
adequately discriminate between American and European
ethnicity. We included this index in our analyses to control
for potential confounding due population stratification.
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Table 1 Clinical and biochemical parameters of the study participants by ABCAI genotypes

Characteristics —/— (667) +/-(1965) —/+ (219) +/+ (452) p value
Male gender, n (%) 274 (41.1) 823 (41.9) 113 (51.6) 186 (41.2) 0.036
Age, median (IQR), years 49 (42-58) 49 (42-57) 48 (40-55) 48 (40-54) 0.047%
WHtR, median (IQR), cm 0.59 (0.55-0.64) 0.58 (0.54-0.64) 0.58 (0.54-0.63) 0.59 (0.55-0.64) 0.059
WC, median (IQR), cm 95 (87-103) 94 (87-102) 94 (87-100) 95 (88-103) 0.124
BMI, median (IQR), kg/m? 28 (26-31) 28 (25-31) 28 (26-31) 29 (25-32) 0.485
HDL-c, median (IQR), mmol/L 1.11 (0.93-1.29) 1.09 (0.93-1.32) 1.06 (0.88-1.22) 1.01 (0.85-1.22) <0.001Pcde
LDL-c, median (IQR), mmol/L 3.21 (2.63-3.75) 3.16 (2.61-3.78) 3.03 (2.50-3.57) 3.08 (2.58-3.70) 0.082
Triglycerides, median (IQR), mmol/L 2.33 (1.41-3.37) 2.18 (1.32-3.19) 2.10 (1.25-3.12) 2.08 (1.27-2.98) 0.120
Fasting glucose, median (IQR), mmol/L 5.05 (4.61-6.10) 5.05 (4.55-6.09) 5.11 (4.72-6.83) 5.05 (4.55-6.53) 0.331
SBP, median (IQR), mmHg 120 (110-132) 120 (110-130) 120 (110-133) 120 (110-130) 0.269
DBP, median (IQR), mmHg 80 (70-90) 80 (70-85) 80 (70-90) 80 (70-85) 0.114
Hypertension status, n (%) 129 (23.7) 439 (26.6) 53 (29.4) 96 (25.3) 0.395
T2D status, n (%) 189 (28.3) 532 (27.1) 62 (28.3) 131 (29.0) 0.818
Hypoalphalipoproteinemia, n (%) 390 (58.5) 1149 (58.5) 138 (63) 322 (71.2) <0.001

The four studied groups are the wild type genotype (denoted as —/—) in the two variants and the other groups included carriers on either one
variant (denoted as +/— for carriers of rs2422493 but non-carriers of r1s9282541 and —/+ in the reverse case) or in both (denoted as +/+)

IOR interquartile range, WHtR waist-to-height ratio, WC waist circumference, BMI body mass index, HDL-c high-density lipoprotein choles-
terol, LDL-c low-density lipoprotein cholesterol, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic blood pressure, 72D type 2 diabetes

d—/—vs. +/+, p=0.035
b—/— vs. —/+, p=0.009
C—/—vs. +/+, p<0.001
d—/4 vs. +/-, p=0.002
€+/— vs. +/+, p<0.001
fn=2756 patients

Path analysis

The hypothesized model fitted the data well (CFI=1.0;
TLI=1.0; RMSEA =0.0 90%CI (0.0, 0.04) (Fig. 1). After
removing non-significant paths for improving parsimony,
the fit indexes of the final model were CFI=1.0; TLI=1.0;
RMSEA =0.0 90% CI [0.0,0.02] (Fig. 2).

Type 2 diabetes

After adjusting for gender, age, HDL-c levels, WHtR,
HOMA-IR, and ethnicity, we did not find any direct effect
of any ABCAI group on T2D risk: p=0.99, p=0.58,
and p=0.91 for groups +/—, —/+, and +/+ respectively
(Table 2 and Fig. 2). Nevertheless, significant indirect
effects from group —/+ and +/+ to T2D through HDL-c
were found (=0.04; p=0.03 and f=0.06; p <0.01, respec-
tively). Meanwhile, the indirect effect of group +/— was
not significant (<0.01; p=0.92) meaning that people in
group +/— were similarly prone to T2D as compared with
the reference group. In contrast, rs9282541 carriers have a
higher T2D risk through lower HDL-c concentrations than
the wild-type group (Table 2 and Fig. 2). The difference
between the indirect effects of —/+ and +/4 on T2D was
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not significant (p =0.46). However, we found two significant
indirect effects from WHtR to T2D: one of them through
HDL-c (=0.47; p=0.02) and the other, through HOMA-IR
before WHtR (5=0.20; p <0.01) (Table 2).

As expected, HDL-c concentrations were inversely asso-
ciated with T2D risk (f=—0.70; p <0.01). In addition, male
gender and age were also significantly associated (p <0.01).
The standardized coefficients (Bstand) suggest that HOMA-
IR, age and HDL-c concentrations may have the strongest
effects on T2D risk (fstand =0.21, 0.20 and —0.19, respec-
tively) (Table 2 and Fig. 2).

HDL-c

After adjusting for gender, age, WHtR, HOMA-IR, and
ethnicity, the direct effect of —/+ and +/+ ABCAI groups
on HDL-c concentrations were negative and significant in
comparison to the reference group (f=—0.06; p=0.03 and
p=-0.08; p<0.01, respectively) meaning that carriers of
1s9282541 variant are likely to have lower levels of HDL-c
than non-carriers. Insulin resistance measured with HOMA-
IR was negatively associated with HDL-c (f=—0.03;
p<0.01) (Table 2 and Fig. 2). Gender, age, and anthro-
pometry were also significantly associated to HDL-c levels
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Fig. 1 Path diagram of the
hypothesized causal relation-
ships between ABCAI geno-
types, age, gender, HOMA-IR,
WHLtR, ethnicity, HDL-c and
T2D. The wild type genotype

Age

Male

for both variants (denoted WHtR
as —/—) was taken as refer-

ence group; the other groups
included carriers of one variant
(denoted as +/— for carriers of
rs2422493 but non-carriers of
1s9282541), carriers of the other
variant (denoted as —/+ for
non-carriers of rs2422493 but
carriers of r1$9282541) or carri-
ers in both variants (denoted as
+/+). HDL-c high-density lipo-
protein cholesterol, HOMA-IR é
homeostatic model assessment '|"I -
for insulin resistance, WHtR
waist-to-height ratio
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Type 2 diabetes
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Fig.2 Final path model presenting the causal relationships between
ABCAI genotypes, age, gender, HOMA-IR, WHIR, ethnicity, HDL-c
and T2D. The wild type genotype for both variants (denoted as —/—)
was taken as reference group; the other groups included carriers of
one variant (denoted as +/— for carriers of rs2422493 but non-car-
riers of rs9282541), carriers of the other variant (denoted as —/+
for non-carriers of rs2422493 but carriers of rs9282541) or carriers

in both variants (denoted as +/+). Solid lines represent statistically
significant effects; broken lines represent effects falling short of the
conventional level of statistical significance p <0.05. HDL-c and T2D
were controlled by ethnicity. HDL-c high-density lipoprotein choles-
terol, HOMA-IR homeostatic model assessment for insulin resistance,
WH1R waist-to-height ratio
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Table 2 Results of path analysis: direct and indirect effects of ABCAI genotypes, age, gender, HOMA-IR, WHtR on HDL-c, and T2D

Variables Direct effects Indirect effects
Standardized Unstandardized p value Standardized Unstandardized p value
Dependent Independent beta beta (SE) beta beta (SE)
T2D Male gender —0.14 —0.31 (0.06) <0.001
HDL-c -0.19 —0.70 (0.08) <0.001
HOMA-IR 0.21 0.13 (0.02) <0.001
WHtR 0.15 2.28 (1.16) 0.049
WHItR->HDL-c->T2D 0.03 0.47 (0.20) 0.022
WHI(R->HOMA- 0.01 0.20 (0.05) <0.001
IR->HDL-c->T2D
Age 0.20 0.02 (<0.01) <0.001
Ethnicity® 0.01 0.33 (0.61) 0.588
—/— Reference”
+/— <0.01 <0.01 (0.06) 0.999
+/-—>HDL-c->T2D  <0.01 <0.01 (0.01) 0.916
—/+ 0.01 0.06 (0.10) 0.582
—/+—>HDL-c->T2D 0.01 0.04 (0.02) 0.033
++ <0.01 —0.01 (0.08) 0.909
+/4+ —>HDL-c->T2D 0.02 0.06 (0.02) <0.001
HDL-c Male gender —0.33 —0.21 (0.01) <0.001
HOMA-IR —-0.20 —0.03 (0.01) <0.001
WHtR -0.17 —0.67 (0.33) 0.040
Age 0.06 <0.01 (<0.01) 0.007
Ethnicity® —-0.03 —-0.25(0.14) 0.078
—/- Reference”
+/— <0.01 <0.01 (0.01) 0.916
—/+ —0.05 —0.06 (0.03) 0.030
+/+ —-0.09 —0.08 (0.02) <0.001
HOMA-IR Age -0.07 —0.01 (<0.01) 0.031
WHtR 0.32 7.02 (3.24) 0.031
—/— Reference”
+/— —-0.02 —0.07 (0.09) 0.469
—/+ —-0.02 —0.16 (0.15) 0.264
+/+ 0.03 0.17 (0.13) 0.210
WHtR Male gender —0.11 —-0.02 (<0.01) <0.001
Age 0.20 <0.01 (<0.01) <0.001
—/— Reference”
+/— —0.03 <0.01 <0.01) 0.217
—/+ —0.02 —0.01 (0.01) 0.268
+/+ 0.02 0.01 (0.01) 0.293

The four studied groups are the wild type genotype (denoted as —/—) in the two variants and the other groups included carriers on either one
variant (denoted as +/— for carriers of rs2422493 but non-carriers of r1s9282541 and —/+ in the reverse case) or in both (denoted as +/+)

T2D type 2 diabetes, HDL-c high-density lipoprotein cholesterol, HOMA-IR homeostatic model assessment for insulin resistance, WHtR waist-
to-height ratio

*Principal components from two GWAS were used to estimate ethnicity, discriminating between American and European ancestry

PReference was taken as the wild-type alleles of both single nucleotide polymorphisms of ABCAI gene

(» <0.05). According to the standardized coefficients, male HDL-c concentrations were lower in men than in women.
gender has the strongest effect on HDL-c (fstand=—0.33;  The second strongest effect found was for HOMA-IR
p <0.01). The negative direction indicates that in average  (Pstand=— 0.20; p <0.01), indicating that insulin-resistant
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individuals, in average, tend to have lower concentrations of
HDL-c (Table 2 and Fig. 2).

We also tested indirect effects from genotype groups to
HDL-c through HOMA-IR or WHtR but none of them were
significant (data not shown).

HOMA-IR

We did not find any significant genetic effect on HOMA-
IR among groups (p=0.47 for +/—, p=0.26 for —/+and
p=0.21 for +/+ groups) (Table 2). Nevertheless, age
(f=-0.01; p=0.03) and WHtR (f=7.02; p=0.03) were
associated to insulin resistance (Table 2 and Fig. 2).

WHtR

Regarding WHtR, we did not find any significant genetic
effect (p=0.22 for +/—; p=0.27 for —/+; and p=0.29 for
+/+) (Table 2). However, significant effects were found
for male gender and age (f=—0.02; p<0.01 and $<0.01;
p <0.01, respectively) (Table 2 and Fig. 2).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study testing
the combined effect of rs2422493 and rs9282541 ABCAI
variants on HDL-c plasma levels and T2D risk. The pro-
moter variant rs2422493 presumably causes a decreased
transcriptional activity of the ABCAI gene in vivo, as shown
through reporter gene studies in vitro. In atherosclerotic
plaques, carriers of the T allele have lower ABCAI expres-
sion as demonstrated by Kyriakou et al. [16]. However, con-
troversial results have been published regarding the effect
of 152422493 variant on HA. In the present study, neither
HDL-c levels nor the HA frequency showed differences
between carriers and non-carriers of rs2422493 variant,
supporting the findings of published studies [16, 39], that
included cohorts of White, Chinese, African-American and
Hispanics [40]. In contrast, an Iranian study found that T
carriers had a higher risk for HA, with lower HDL-c levels
than the non-carriers [41]. The role of the rs2422493 SNP
has been studied beyond the lipid profile, especially for car-
diovascular disease. For instance, the presence of the T allele
in —565C > T was associated to the development [42] and
severity of atherosclerosis [43], as well as to coronary artery
calcification [40].

Interestingly, we found a trend towards lower HDL-c
when the four studied groups were analyzed, decreasing
from the wild type genotype at both SNPs (—/—), carriers for
the rs2422493 (+/-), carriers for 1$9282541 (—/+) to carriers
of both SNPs (+/4). Nevertheless, when we compared the

direct effects on HDL-c between —/+ and +/+ groups, we
did not find a significant difference. Moreover, the indirect
effects of these groups on T2D through HDL-c were not
statistically different, suggesting that the effects observed
on HDL-c levels and on T2D risk are mainly driven by
the R230C variant. Accordingly, when we analyzed car-
riers vs. non-carriers of rs9282541-T separately, we found
that the direct effect on T2D was not significant (f=0.004;
p=0.94), but the indirect effect through HDL-c was signifi-
cant (f=0.05; p <0.001), corroborating our original results.
This is in line with previous findings showing that the C230
allele of ABCAI is associated with increased risk for low
HDL-c concentrations [10, 14], and the prevalence of HA
among C230 carriers is greater than in non-carriers [10].

In the present study, we did not find a significant direct
effect of any of the genetic groups on T2D. Similar results
have been published previously for the rs9282541 vari-
ant. Miranda-Lora et al. did not find an association of this
SNP with T2D in Mexicans even after adjusting for known
risk factors [44]; neither did Campbell et al. in adults from
Colombia of Native-American ancestry [45], nor Haghvirdi-
zadeh et al., among Malaysians [46]. In contrast, Villarreal-
Molina et al. identified a significant association between
carriers of rs9282541 and early-onset T2D (<45 years) in
Mexican individuals, but such an association was lost in
late-onset T2D group [13]. In the present study, we sought
to systematically investigate the relationship between two
ABCA] functional variants and T2D risk, as there are some
conflicting results, mainly for the role of the R230C on T2D,
possibly derived from the limited samples sizes used in pre-
vious studies [13], differences in the methodology to assess
ethnicity, and possible influence of the functional variant
—565C/T on T2D risk when present in combination with the
R230C variant. Our results show for the first time, that the
effect of R230C on T2D risk is indirect and through lower-
ing HDL-c levels, a finding supported by a path analysis
performed in a large cohort using robust methodology to
assess and adjust for ethnicity in Mexican mestizos. Inter-
estingly, when we assessed the direct and indirect effects of
the analyzed variants according T2D age of onset we did not
find any significant effect.

Importantly, we also tested indirect effects from all
genetic groups to T2D through either WHtR or HOMA-IR
but coefficients were not significant.

Our results suggest that the rs9282541 variant; regardless
of 152422493 genotype, increases T2D risk through lower-
ing HDL-c levels. To the best of our knowledge, this is the
first report on HDL-c concentrations as an intermediate risk
factor between a functional ABCAI gene variant and T2D.
This is in line with previous epidemiological studies that
have identified HDL-c levels as a risk factor for T2D [23-25,
47]. According to our path analysis, WHtR has a direct and
positive effect on T2D risk and insulin resistance (calculated
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by HOMA-IR), and a negative effect on HDL-c, however
neither of the studied ABCAI variants had any effect over
WHItR. While contradictory association of the R230C vari-
ant has been reported with obesity (as determined by BMI),
where some studies reported significant association [15],
while other studies did not [48], in the present study we
used WHItR instead of BMI, as it has been shown a better
index associated with cardiovascular risk factors in different
populations [31, 32], including Mexicans [49].

During the last years, in vitro, animal and clinical studies
have uncovered a broad range of HDL actions contribut-
ing to the pathophysiology of T2D. Different studies sug-
gest that lowering ABCA1 activity leads to impaired f-cell
function [22, 50]. HDL may raise insulin secretion through
an increase in cholesterol efflux, as has been proposed by
Brunham et al. for the in vivo model of ABCAI inactiva-
tion [51]. ApoAl and apoAll are considered two of the main
components of the protein portion of HDL molecules which
increase [-cell insulin secretion [27], presumably by two dis-
tinct mechanisms, the first one under high-glucose concen-
trations within the classical glucose-dependent metabolism
pathway [27], and the second one, through a heterotrimeric
G-protein-cAMP-protein kinase A-FoxO1-dependent mech-
anism [52] and the modulation of endoplasmic reticulum
stress in B cells [53]. Furthermore, in a clinical trial using
an infusion of reconstituted HDL (rHDL) in patients with
T2D in a double-blind, placebo-controlled study, after four
hours, plasma glucose levels decreased in tHDL group by
two mechanisms, the first one through increasing plasma
insulin levels, with higher p-cell function (evaluated by
homeostasis model assessment beta cell function index), and
the second one through the activation of AMP protein kinase
in skeletal muscle [54]. Thus, the improvement of p-cells
function through HDL can be observed in both in vitro as
well as in vivo studies.

Our study identified carrier status of the rs9282541 poly-
morphism, male gender, insulin resistance, high WHtR, and
advanced age as independent risk factors for low HDL-c
plasma concentrations in Mexicans. In addition, for T2D
we found HOMA-IR, age and HDL-c concentrations having
the strongest effects on T2D risk, while indirect effects from
WHIR to T2D were also identified, one through HDL-c and
the other through HOMA-IR. However, when testing indi-
rect effects from all ABCA genetic groups for T2D through
either WHtR or HOMA-IR, coefficients were not significant.
Therefore, it will be of interest to test whether HDL modi-
fies insulin secretion directly and to what extent the protein
and/or lipid fraction of the HDL molecule or its subfractions
influence insulin secretion and/or -cell protection.

In conclusion, the present study shows the association
between rs9282541 ABCAI gene variant and T2D risk,
through lowering HDL-c concentrations. These results indi-
cate that ABCA functional variants might act as a heritable
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risk factor for T2D in Mexicans, through influencing HDL-c
levels, putatively affecting cholesterol efflux and glucose
homeostasis.
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