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l. Introduccion

A) Definicion, clasificacion y epidemiologia de la hipertrigliceridemia
(HTG) e hipertrigliceridemia familiar (HTGF). La HTG se define como la
concentracion de triglicéridos en ayunas por arriba de 150 mg/dL (") La prevalencia
de la HTG aislada en poblaciones caucasicas es alrededor del 16%("y la reportada
en México es del 47% @), la cual ha ido en incremento a través del tiempo, a la par
del aumento de otras comorbilidades como obesidad, sobrepeso y diabetes. El
fenotipo extremo definido como una concentracién de ftriglicéridos por arriba de
1000mg/dL se encuentra en el 3.1% de la poblacion mexicana y es una causa
frecuente de pancreatitis ?). La clasificacion etiologica de la HTG se divide en
primaria o de origen genético y secundaria a varias causas tales como: factores
ambientales, farmacos, enfermedades diversas, etc!!). Sin embargo, hoy sabemos
que existe siempre una susceptibilidad genética predominantemente poligénica aun
en etiologias secundarias @)

La etiologia primaria a su vez se clasifica en 2 grandes grupos: hipertrigliceridemias
monogénicas y oligo/poligénicas®. La HTG monogénica es infrecuente a nivel
mundial (<1%) o 1: 1,000,000 y se caracteriza por niveles persistentemente
elevados de triglicéridos por arriba de 1000mg/dL, tiene un patrén de herencia
autosdmico recesivo , clinicamente se presenta desde la infancia, pancreatitis de
repeticion , pobre respuesta a tratamientos convencionales (<20%) y su etiologia
obedece a la presencia de mutaciones homocigas bialélicas o heterocigas
compuestas genes involucrados en la lipolisis , en mas del 90% las mutaciones se
ubican en el gen de la lipoprotein lipasa (LPL) y el resto en genes como APOAS,
APOC2, GPIHBP1,LMF1,ANGPTL3,4 “: sele conoce con el nombre de sindrome
de quilomicronemia familiar (SCF). Las hipertrigliceridemias poligénicas son las
mas comunes, su presentacion clinica es en la etapa adulta con concentraciones
de triglicéridos de forma moderada a severa (200-1000mg/dL), pueden co existir
con causas secundarias®. Dentro de este Ultimo grupo se encuentra la HTGF que
es la forma mas comun de HTG oligo/poligénica, sin embargo, se desconoce con
exactitud su prevalencia en nuestro pais. En la poblacidén general, en caucasicos ,

se ha estimado una prevalencia alrededor del 0.5-1% ©)



B) Presentacion clinica de la hipertrigliceridemia familiar. Es una
dislipidemia primaria caracterizada por concentraciones de triglicéridos (TG) arriba
del percentil 90 poblacional por edad y género. Se puede presentar como HTG
moderada con un rango variable de triglicéridos ( 200-700 mg/dL) donde abundan
particulas VLDL anormalmente ricas en triglicéridos, denominada fenotipo V.
Cuando se asocia con causas secundarias como ( dieta alta en grasa, consumo de
alcohol , sindrome metabolico (SM) o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ©®)- | |a relacion
triglicéridos/colesterol generalmente es 5:1 y los niveles de triglicéridos alcanzan
concentraciones iguales o superiores a 1,000 mg/dL, ocasionando quilomicronemia
secundaria, con presencia de particulas de VLDL y quilomicrones (fenotipo V). En
ambos fenotipos los niveles de colesterol-HDL (HDL-c) estan disminuidos y los
niveles de apoproteina B (apoB) estan por debajo del percentil 90 poblacional por
edad y género, esta ultima caracteristica la distingue de otros tipos de HTG como
es el caso de la hiperlipidemia familiar combinada (HLFC)(". La mayoria de los
individuos afectados no presentan ninguna sintomatologia aparente, y muchas
veces se detecta como un hallazgo aislado, una minoria de sujetos pueden
presentar vertigo, cefalea y fatiga crénica. En los casos en que se asocian causas
secundarias, cuando hay una elevacién severa de triglicéridos, podrian aparecer las
manifestaciones del sindrome de quilomicronemia y el riesgo mas elevado de
pancreatitis aguda, fendmeno que se observa con menos frecuencia que en el

sindrome de quilomicronemia familiar de etiologia monogénica.

C) Etiopatogenia de la hipertrigliceridemia familiar. Los estudios de Bruzell
y cols. demostraron que los sujetos con HTGF no tienen aumento en la produccion
hepatica de particulas VLDL , sino un déficit de su catabolismo ®- Tienen un
aumento del contenido de ftriglicéridos por cada particula, manteniéndose
relativamente estable su numero. Por este motivo, no existe una elevacion
concomitante de apo B-100 y el tamano de las VLDL es grande con mayor
capacidad de retencion de triglicéridos, mayor susceptibilidad a la accion de la
CETP y posterior aceptacion de colesterol, mayor residencia en plasma vy



posiblemente mayor aterogenicidad por acumulo de remanentes ricos en colesterol.
Debido a su tamafio, estas VLDL no parecen ser un sustrato éptimo para la LPL, lo
que puede explicar que su hidrdlisis sea mas lenta. Con frecuencia se encuentra un

descenso simultaneo de HDL-c.

D) Aterogénesis de la hipertrigliceridemia e hipertrigliceridemia familiar.
Su relacion epidemioldgica con la ateromatosis prematura ha sido objeto de gran
controversia, debido a que su asociacion con concentraciones bajas de HDL-c
actua como factor de confusion , sin embargo , con los estudios de aleatorizacion
mendeliana se ha evidenciado el papel causal de los triglicéridos y principalmente
de sus remanentes ricos en colesterol como potenciales causales de riesgo
cardiovascular © en este subgrupo de pacientes, mecanismos, como la inflamacion
y los fendbmenos protromboticos afectan la capacidad de los estudios genéticos para
implicar un papel directo de los triglicéridos en el riesgo de ASCVD®). Las terapias
de reduccion de triglicéridos mas recientes derivadas de la genética humana se
dirigen a proteinas clave, como apo C-lll y ANGPTL3('%-2) Aunque estos
tratamientos reducen claramente los niveles de triglicéridos, su eficacia en la
reduccion del riesgo aterosclerético debe demostrarse en estudios futuros. No

existen estudios de riesgo cardiovascular especificamente en poblacién con HTGF.

E) Arquitectura genética de la hipertrigliceridemia e hipertrigliceridemia

familiar . Los estudios de GWAS representan uno de las mejores estrategias para
identificar nuevas variantes genéticas en distintos loci asociados con enfermedades
o rasgos (como por ej. DM2) a nivel poblacional. Gracias a esta estrategia basada
en el principio de desequilibrio de ligamiento (LD), se ha permitido identificar cerca
de 50 loci asociados con triglicéridos ('3 La mayor parte de la arquitectura genética
de los lipidos proviene de cohortes europeas, siendo la poblacion latinoamericana
subrepresentada. En poblacion mexicana con HTG moderada Weiglass y cols
identificd un nuevo locus cerca del gen de la proteina C1 de Niemann-Pick (NPC1)
(p = 2,43 x 10®) asociada a la concentracion de triglicéridos, asi mismo se encontrd
el SNP rs964184 en el gen de APOA V explicaba una gran proporcion de la
concentracion de triglicéridos (')  Algunos de estos genes (a través de sus
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productos proteicos) podrian estar asociados a la disminucion del aclaramiento de
las particulas ricas en TG o0 a su sobre produccién y participar asimismo, en la
inhibicion parcial de la actividad de la principal enzima que hidroliza triglicéridos,
denominada lipoproteina lipasa (LPL). Willer et al ha descrito un gran numero de
variantes alélicas comunes y raras en diversos genes que explican la concentracion
de triglicéridos y otros lipidos (') . Dron et al demostraron que a mayor gravedad
de la HTG mayor frecuencia de variantes raras o mayor numero de SNPs asociados
y un gran numero de HTG tanto moderadas como graves no tenian una explicacion

genética evidente (66 y 52% , respectivamente ) (19) .

Otra estrategia ampliamente utilizada ademas de los estudios de GWAS en
enfermedades con prevalencias relativamente bajas, como es el caso de la HTGF,
con fenotipos lipidicos extremos, es el analisis de exoma completo (Whole Exome
Sequencing; WES) como el abordaje de estudio genético recomendado ('7-19)- Este
abordaje permite identificar variantes comunes (frecuencia alélica en la poblacion >
1%) con efectos pequefios como variantes raras (frecuencia alélica en la poblacion
< 1%) con efectos grandes y ofrece mas ventajas que los estudios de asociacion
con multiples marcadores por la posibilidad de identificar variantes especificas (e.g.

nuevas) de distintos grupos étnicos.

Se desconoce la etiologia genética de la HTGF, se presume como una entidad
oligogénica, en su mayoria representada por un exceso de variantes raras en genes
conocidos asociados a triglicéridos. En un inicio se pensaba que su patron de
herencia era autosomica dominante con penetrancia muy variable, sin embargo, no
sigue un patron mendeliano clasico y no muestra transmision vertical en todos los
casos, jugando un rol esencial los factores ambientales y destacando su rol

oligo/poligénico.

F) Descubrimiento del gen LRPPRC. Nuestro grupo identifico a través de
secuenciacion completa del exoma en muestras de DNA de 85 individuos no
relacionados con diagnostico de HTGF y en 249 controles normotrigliceridémicos



67582 variantes comunes y 882,201 variantes raras asociadas a HTGF . Los
sujetos con mas del 5% de los valores perdidos fueron excluidos. Solo se
escogieron variantes bialélicas, no monomaorficas, que estuvieran en HWE ( Hardy-
Weinberg-equilibrium) < 0.00001 . Alrededor de 20 mil variantes con mas del 20%
de valores perdidos se excluyeron, 14 mil variantes se excluyeron por el HWE , mas
de 881,000 delas 1,083,199 variantes (~80%) eran monomorficas. Se analizaron
484,067 SNPs de mas de 15, 931 genes. Se realizé analisis de componentes
principales para ajustar por ancestria utilizando variantes comunes. El analisis de
asociacion se realizé mediante el empleo del software PLINK'y EPACTS utilizando
modelos de regresion logistica ajustados por sexo, edad, edad 2, IMC, DM2 y
etnicidad/ancestria. Se hizo una correccion por comparaciones multiples y analisis
condicionales. Para las variantes raras, se empleé el software SKAT-O usando
una agrupacion por gen para las variantes raras. Se tomaron valoresde py de q.
Se definieron variantes comunes aquellas con la MAF > 0.05 y variantes raras con
MAF < 0.05. Se encontraron variantes comunes en dos genes reportados
previamente en otras poblaciones BUD 13/ APOAS que estaban en desequilibrio de
ligamiento. Ademas de nuevas variantes en los genes LRPPRC, ADRAZ2B,
ZSWIM2 y SLC1A4 en el cromosoma 2. Especificamente, en el gen LRPPRC se
identificé un haplotipo fuertemente asociado (P=9.8E-06; g-value**=0.01; r>>0.91)
con MAF=0.07 con HTG. Estos SNPs que conforman el haplotipo se encuentran
en variantes intronicas (fig. 3) , estan en alto desequilibrio de ligamiento rs7593842
Vs rs72877186 r>=0.983; rs72877186 vs rs58811869 r>= 0.933 (fig.1 )y su efecto
persistio significativo después de ajustar para otras variantes (fig. 2) No se encontr6
asociacion con otros fenotipos lipidicos, solo con TG. La frecuencia de sujetos
homocigos es mayor en europeos, africanos y después en el grupo de los latinos.
Este hallazgo se repitio en una muestra de casos y controles distinta a la muestra
original con una prevalencia de 14% en casos y 2% en controles , una p del haplotipo

0.003 (publicacion en proceso)



chr:pos
SNP (b37) | Alleles Function (C195%) ' pyal

6.26

rs7593842 2:44201259 | T/C | intronic 1.04E-06 0.0010
| (27-143) |
6.17

rs72877186 | 2:44175366 = A/C | intronic 1.31E-06 0.0011
| (27-14) |
5.62

rs58811869 | 2:44177701  G/A | intronic 5.95E-06 0.0040
(2.5-12.8)

OR

SNPs que conforman el haplotipo de riesgo del gen LRPPRC

LRPPRC

p-values

Unconditional BUD13 APOA5
rs7593842 6.85E-06 3.34E-04  1.20E-04
rs72877186 8.57E-06 3.35E-04  1.32E-04
rs58811869 5.95E-05 5.00E-04  1.66E-04

SNPs que conforman el haplotipo de riesgo del gen LRPPRC. * Después de ajustar por variantes conocidas,

los efectos persistieron.

fHTG 1000 Genomes

Cont/cases | rpp | fEUR fAS:i::' is 5::.:

0.052/0.145 0.3486 0.1721 0.0348 0.0003
0.052/0.140 0.3497 0.1794 0.0360 0.0001

0.049/0.128 0.3336 0.154 0.0322 0.0001

En los sujetos con HTGF, se buscaron variantes conocidas de genes implicados en
quilomicronemias monogénicas tales como LMF1, APOCII, LPL, GPHIBP1, APOAV

y no se encontraron debido a que su prevalencia en nuestra poblacion es baja

comparada con la prevalencia en poblaciones europeas. Tampoco se encontraron

los genes descubiertos en el GWAS de sujetos con HTG moderada en sujetos

mexicanos (14

EHTG Intron 17

EHTGIntron1s 244175366
BTG ntrond ZAATTIOLogrn1e
2“;’;‘1’2?9 1SSEBLIEE Leigh Syndrome Exon 38  2:44123844
157593842
C12775T0P R*

\ / e —
[TRNT | [T T | TRTT|
W T T T T

A3S4V

v
Human 1 Q1 SKED----GPSVIgSEREONEV NT
Mouse 1 rQ LSKDE----SSONFgS| TLOL
Rat 1 FQ LARDE- - --T$SSFgS| /THOT
Fugu 1 Py IR TFRTLQSONLNTOS SKVENERBRNG - - -~

Leigh Syndrome Exon9 2:44201383
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Variantes del haplotipo del gen LRPPRC ( intronicas)

G) Estructura del gen LRPPRC. Este gen codifica para una proteina
multifuncional denominada Irpprc o Irp130¢%), es una proteina rica en leucina que
tiene multiples repeticiones de pentatricopéptidos (PPR).El gen se ubica dentro del
cromosoma 2 en la citobanda 21 y contiene 39 exones (2p21) y 109,497 pares de
bases. Se le conocen 9 transcritos. Se desconoce el papel preciso de esta proteina,
pero los estudios sugieren que puede desempefar un papel en la organizacién del
citoesqueleto, el transporte vesicular o la regulacion transcripcional de genes tanto
nucleares como mitocondriales. La proteina se localiza principalmente en las
mitocondrias y se prevé que tenga una secuencia de orientacion mitocondrial N-
terminal. Las mutaciones en este gen estan asociadas con el tipo franco-canadiense
del sindrome de Leigh tipo francés-canadiense (LSFC) (mutaciones A354V,
C1277R) que se caracteriza por acidosis metabolica cronica, hipotonia, dismorfismo
facial, retraso en el crecimiento, incremento de lipidos intracelulares, esteatosis
hepatica, resistencia a insulina e HTG moderada.®?") Fue descrito por primera vez
en 2002 por Eric Lander(??
cnr zp1e-21

mRNA
Expressior

D252294 (68.2 cM)
— ENST00000260621

D25119 (69.0 cM) — DKFZP564A033
— ABCGS5

D252298 (69.5 cM) ABCGS8
— LRPPRC

— PPM1B
— SLC3A1

KIAA0436
— FLJ23451

SN XN X | N

ENST00000272288
ENST00000272287
SIX3

D211 5714 0M) pa ENST00000272290
SIX2

/11N

— FLJ10379
0282241 (73.3 eM)

Ubicacién del gen LRPPRC en del cromosoma 2.
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Proteina, funcién y efecto de Irpprc sobre metabolismo Esta proteina tiene
una expresion ubicua en rifidn, colon , y otros 25 tejidos mas. Se une al RNA
mitocondrial, el sitio de unién de Irpprc esta en la regidon carboxiterminal de la
proteina y utiliza 2 dominios. Esta proteina ha atraido el interés tanto por su papel
en la regulacion post-transcripcional de la expresion del gen mitocondrial ,
progresion del ciclo celular como, mas recientemente por su implicacion en multiples
enfermedades oncoldgicas , infecciosas (replicacion del VIH) y metabdlicas. Lrpprc
pertenece a la familia de proteinas que contienen repeticion de pentatricopéptidos
(PPR) ricos en leucina, con alta capacidad de union a ARN mitocondrial, y formacién
de un complejo con la proteina SLIRP que alberga un dominio de motivo de
reconocimiento de ARN (RRM)@3). Son proteinas helicoidales que albergan los 2—
30 motivos PPR caracteristicos, cada uno de ellos compuesto por unos 35
aminoacidos que se pliegan en dos alfa hélices paralelas y tiene un tamano de
130KDaltons y 1394 aminoacidos, se encuentra en la mitocondria
predominantemente, en menos frecuencia en la envoltura nuclear y reticulo
endoplasmico. Dentro de la mitocondria, no interviene en la formacién de ADNmt
sino que actua como un regulador postranscripcional de la expresion del ADNmt en
mamiferos/humanos. Es necesaria para la poliadenilacion de mt-transcritos y su
estabilidad, asi como la biogénesis ribosomal y la traduccion coordinada®®). Es
necesaria en el mantenimiento de la expresion genética mitocondrial, también
regula la expresion de genes que son importantes para el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. En un principio su descubrimiento fue en plantas, sin embargo se
han detectado 7 tipos proteicos en humanos. La RNA polimerasa mitocondrial, la
LRPPRC, MRPP3, MRPS27 y 3 proteinas que contienen dominios PPR, PTCD1,
2,3)25),

Esta proteina participa activamente en procesos de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS) y beta oxidacion de acidos grasos, situaciones que pueden verse
alteradas e inducir resistencia a insulina activando vias PKC y acumulacion intra
hepatica de triglicéridos (esteatosis hepatica no alcohdlica) e inflamacion().
LRPPRC aumenta la expresion de genes codificados en la mitocondria
relacionados con fosforilacion oxidativa, esto lleva a mayor captacion y oxidacion de
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AGL por hepatocitos, habiendo una reduccién tanto en triglicéridos tanto en
circulacion como en hepatocitos®”).

El objetivo de este proyecto de investigacion es saber cuales son las diferencias
fisiopatoldgicas en los pacientes portadores y no portadores de este haplotipo de
riesgo en casos (sujetos con HTGF) y controles (sujetos normotrigliceridemicos).

TN _
%"o 6\“6\&
. >
N ’00(‘(\ . Q*\A

Funciones de la proteina Irpprc

I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Se desconoce cuales son los mecanismos fisiopatoloégicos por los que el haplotipo
del gen LRPPRC se asocia con la presencia de HTGF. Se propone el estudio de la
fisiopatologia mediante el estudio de los siguientes parametros funcionales entre
sujetos con HTGF portadores y no portadores del haplotipo de riesgo y sujetos
normotrigliceridémicos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo
(controles).
1. Evaluacion de tamafio de adipocitos en biopsia de tejido adiposo subcutaneo
periumbilical
2. Evaluacion de la cantidad de tejido adiposo visceral mediante absorciometria
dual de rayos X (DXA)
3. Evaluacion del AUCI (incremental area under the curve) de triglicéridos (
lipemia postprandial)
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4. Evaluacion de la sensibilidad a insulina mediante la realizacion de una curva
intravenosa de tolerancia a la glucosa con muestreo frecuente ( FIVGTT) por sus

siglas en inglés frenquently sample intravenous glucose tolerance test

Il. JUSTIFICACION.
La asociacion de la HTGF con otras comorbilidades como diabetes, esteatosis
hepatica y pancreatitis de repeticion, hacen de su estudio una prioridad.
Se tiende a confundir el fenotipo de HTGF con otros fenotipos poligénicos tales
como HLFC o con fenotipos monogénicos como el SCF y algunos autores
pretenden agrupar a estos fenotipos lipidicos como “hipertrigliceridemias severas
en general” sin distincion etiologica.
A pesar de que la dieta es el principal determinante de los niveles de triglicéridos
séricos, el comportamiento clinico de la HTGF es muy variable y distinto al de
pacientes con CHTG, por lo que sugerimos que genes candidatos potenciales,
encontrados por analisis de exomas, como es el caso del gen LRPPRC podrian
parcialmente explicar dicho comportamiento agresivo de la HTGF .
Los genes implicados en los fenotipos monogénicos LMF1,GPIHBP1 ,APOC?2,
ANGTPL3,4,8 LPL no explican la concentracién de TG en sujetos con HTGF en
nuestra poblacion de estudio. De igual manera los SNPs candidatos del estudio
GWAS de HTG moderada (CHTG) en poblacion mexicana no explican la
concentracion de triglicéridos en sujetos con HTGF en nuestra poblacion de
estudio.
El descubrimiento de la asociacion del haplotipo LRPPRC con la concentracion de
triglicéridos en sujetos con HTGF abre una ventana de oportunidad para investigar
las vias fisiopatoldgicas mediante una evaluacion exhaustiva con distintos enfoques
experimentales que expliquen dicha asociacién.
Se requiere la caracterizacion clinica, bioquimica y genética de esta poblacion, asi
como indagar su asociacion con enfermedad cardiovascular como un terreno poco

explorado.
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ll. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢, Cuales son las diferencias fisiopatologicas entre portadores y no portadores
del haplotipo de riesgo del gen LRPPRC asociado a HTGF?

IV. ANTECEDENTES:

NECESIDAD DE DISTINGUIR FENOTIPOS DE HIPERTRIGLICERIDEMIA

La HTG es la segunda dislipidemia mas frecuente en nuestro pais. Existe aun
escaso conocimiento asi como controversia sobre la utilidad de distinguir fenotipos
especificos de HTG, dentro del genotipo poligenico®®. Algunos grupos mencionan
que no tiene utilidad alguna hacer esta diferencia y promueven clasificarlas en un
mismo grupo recientemente denominada sindrome de quilomicronemia
multifactorial (SCM) debido a que aun no se cuenta con una etiologia genética
especifica u otros mecanismos fisiopatologicos que ayuden a dicha distincion- Sin
embargo existe suficiente evidencia que el patron aterogénico de otros fenotipos de
HTG como por el caso de la HLFC, caracterizada por cambios tanto en el numero
de particulas (medida por la concentracion de apo B), como en la composicion de
las particulas VLDL (medida por la concentracion de triglicéridos en las VLDL)?9),
no tiene el mismo mecanismo fisiopatogénico, ni presentacion clinica, bioquimica o
riesgo cardiovascular que la hipertrigliceridemia de la HTGF, por lo tanto, es
probable que los determinantes de ambas enfermedades sean distintos®®?. En la
HTGF no existe elevacion de la concentracion de apo B , solo cambios en la
composicion de las particulas, con defectos en el aclaramiento intestinal y/o
hepatico, dependiendo del defecto genético subyacente y su expresion heterociga
u homociga , y es probable que todos estos mecanismos sean consecuencia de una
disminucién en la actividad enzimatica de la LPL. También se sabe que su
asociacion con riesgo cardiovascular se da por mecanismos también distintos tales
como la acumulacion de remanentes de VLDL, IDL y quilomicrones altamente
aterogeénicos ( lipemia postprandial) y finalmente esta asociacion causal ya ha sido

demostrada en estudios con estrategias de aleatorizacién mendeliana®-33).
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FORMAS MONOGENICAS

Existen formas monogénicas de la HTG bien conocidas. Recientemente Moulin et
al, %% clasifica a estas entidades como SCF. Existen pocos casos reportados a nivel
mundial, la prevalencia es de 0.1%. Generalmente inician en la infancia temprana
con cuadros recurrentes de pancreatitis, con un comportamiento clinico muy
especifico como hepato-esplenomegalia y dolor abdominal cronico y nulo o escaso
riesgo cardiovascular. Generalmente a la revision fisica presentan xantomas
eruptivos localizados en el tronco y las extremidades, que afectan al 50% de los
individuos, asi como la presencia de lipemia retinalis, una apariencia lechosa,
rosada, de los vasos retinianos que aparece generalmente cuando los TG rebasan
los 2500mg/dI @9 La hepato-esplenomegalia también puede ser consecuencia de la
absorcion de TG por los macrofagos. Los sintomas neuroldgicos, como irritabilidad,
problemas de memoria, demencia y depresion, también se han documentado. Los
pacientes con FCS tienden a tener un peso corporal mas bajo debido a la restriccidon
de su ingesta de alimentos por dolor abdominal cronico. El impacto de la
enfermedad es tal que la calidad de vida y las actividades diarias, incluido el trabajo,
pueden verse negativamente afectadas(®6:37),

Su etiologia genética es precisa y bien conocida. Dentro de las variantes
monogénicas, que se han evidenciado tanto en modelos murinos como en
poblaciones humanas europeas, son variantes alélicas en los genes de LPL,
GPIHBP1, LMF1, APOC2, APOC3, ANGPTL3y ANGPTL 4(3839),

Cuando nuestro grupo realizo el analisis completo del exoma, observamos que la
contribucion de estas variantes no fue relevante en los sujetos mestizos mexicanos
con HTGF-

Cuadro con variantes monogénicas llamadas FCS
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Approximate
Homozygote
Prevalence

Role of Gene Product in
Lipolysis

Clinical Features

Approximate
Proportion of All Cases
of Monogenic
Chylomicronemia, %

Molecular
Features

ApoC-ll
(APOC2)

ApoA-V
(APOAS)

GPIHBP1

1 per million

<20 families
reported

<10 families
reported

<5 families
reported

<5 families
reported

Hydrolysis of TG and
peripheral uptake

Required cofactor of LPL

Enhancer of LPL activity

Stabilizes binding of
chylomicron near LPL,
supports lipolysis

Chaperone molecule required

Severe chylomicronemia
in infancy or
childhood

Severe chylomicronemia
in childhood/
adolescence

Chylomicronemia later
in adulthood

Chylomicronemia later
in adulthood

Chylomicronemia later
in adulthood

Severely reduced 95
or absent LPL
enzyme
activity

Absent or
nonfunctional
apoC-ll

Absent or
defective
apoA-V

Absent or
dafective
GPIHBP1

Absent or
defective

for proper LPL

Tomada de Lewis et al. Endocrine Reviews, February 2015, 36(1):131-147
FORMAS POLIGENICAS

También llamados por distintos autores como SCM por sus siglas en ingles MCS(
multifactorial chylomicronemia syndrome) “0). Este sindrome es el resultado de la
combinacion, en diversas proporciones, de variantes predisponentes que van desde
la pérdida de la funcién de mutaciones heterocigotas a variantes patogénicas en
genes candidatos en conjunto con la presencia de comorbilidades secundarias
conocidas por elevar las TG séricos (diabetes no controlada, hipotiroidismo,
embarazo) y factores ambientales (como el abuso de alcohol, una dieta no
saludable) y ciertos medicamentos (como glucocorticoides, etinilestradiol,
neurolépticos, betabloqueadores)®“'42 E| SCM también se caracteriza por un mayor
“3)  La

quilomicronemia es a menudo transitoria y la baja actividad de LPL es inconstante,

riesgo de pancreatitis, pero en menor proporcion que el SCF

no hay un valor especifico de apo B para distinguirla, ni la presencia de un familiar
afectado con el mismo fenotipo que el probando. Estos pacientes se presentan con
niveles de TG moderados, generalmente menores a 600mg/dl y solo cuando
coexisten con causas secundarias pueden llegar a presentar valores de TG por
arriba de 1000mg/dl. Este fenotipo se observa a menudo en mutaciones
heterocigoticas de pérdida de funciéon del gen APOAV combinadas con otras
variantes tales como haplotipo Apo AV * 2 y Apo AV * . Cuando los niveles
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plasmaticos de TG han disminuido parcialmente, la actividad de la LPL posterior a
la heparina es normal 10 min después de la inyeccién, pero disminuye en muchos
pacientes 60 minutos después de la inyeccion “4. Este hallazgo respalda la
hipdtesis de que algunos pacientes con SCM pueden tener alteraciones sutiles de
la biodisponibilidad de la LPL. Ademas, el alelo de la apolipoproteina E2 esta
sobrerrepresentado en pacientes con SCM; Es probable que el alelo E2 contribuya
a la disminucién del aclaramiento quilomicronémico remanente en pacientes con
variantes patogénicas adicionales que alteran la actividad de la LPL . Sin embargo,
la quilomicronemia grave es inusual incluso en pacientes con E2 / E2, y se debe
considerar que sufren de SCM en lugar de SCF-.

Estudios GWAS vy otras metodologias en distintas poblaciones ‘y en poblacion
mexicana () han identificado genes ya conocidos, asi como genes no antes
asociados con la concentracion de triglicéridos en sujetos con HTG moderada
(CHTG) , sin embargo, es limitada la contribucion de estos genes en la génesis de

la HTGF en la poblacién mexicana.

Cuadro con variantes poligénicas llamadas SCM

Allelic Effect on Plasma TG Concentration Allelic Effect on HTG Risk

Locus/Gene Risk Effect Size, Odds

Name SNP Allele mmol/L (mg/dL) P Value Ratio P Value
AFPOAS rs2641384 0.12 (16.95) 7.0 % 10 720 3.43 1.12 %~ 10 7~
GCKR r51260325 0.108.75) 6.0 x 10 133 1.97 <10 7
LPL 1512678912 0.15 (13.64) 2.0:x 107775 3.5 X 107%
MLXIPL rs7811265 0.02(7.21) 9.0 % 107> 3 3.3 > 1074
TRIB 1 rs2954029 0.06 {5.64) 3.0 x 10 % N 3.8 > 10 %
APOR 151042034 0.07 (5.29) 1.0 x 10715

ANGPTLZ 152131925
APOE" rs439401
cinr2 rs10401969
FADST-2-3 15174546
PLTE rs4810479

0.06 (4.94) 9.0 x 10743
0.06 {5.50) 1.0 % 10 3
0.09 (7.83) 2.0 x 10 2
0.04 (3.82) 5.0 x 10727
0.04 {3.32) 5.0 > 107"
0.03 (2.99) 20 x10 '°
0.03 (2.97) 4.0 x 10
0.03 {2.76) 2.0 x 1071

HLA rs224705%
NATZ2 151495743
GALNTZ2 151321257
LiPC rs251342
CFTP € 157205804
IMUDTC 15107561731
THADS rs1553318
KLHLS ¥s4421 7/
FRAMDS 152929282
MAPZKT rs9586661
COBLLY rs10195252
LRPT 1511613352
TYW1E 1513238203
PINXT rs11776767
TNFS64 7 rs 12310387
CAPN3 152412710
CYP2EAT rs206%3%8
IRS | rs2943645
CTF1 5 1511649652
MSL2LT rs645040
PLAZGE rs5756931

0.03 (2.99) zox 10 "
0.02 (2.88) 1.0x 10 '*
0.03 (2.38) 3.0 x 10712
0.03 (2.63) 4.0 %10 '7
0.03 (2.25) 9.0x 10 '
0.06 {5.13; 2.0 < 107"
0.03 (2.57) 1.0 x 107'¢

0.02 (2.01) 20x10 '
0.03 (2.70) 4.0 x 10 1°
0.02(7.91) 1.0 % 1072
0.02 (2.01) 1.0 10 °
0.03(2.47) Lo > 1u ®
0.08 (7.00) 2.0 %1072
0.03 (2.28) 2.0 % 1078
0.02 {1.89) z0x 10 ®
0.02(2.13) 3.0 x 107%
0.03(2.22) 3.0 x 1078
0.02 {1.54) 4.0 % 10

HdHdnHdar>nnnddd-nrpaanandd-nA-4prrn

Tomada de Lewis et al. Endocrine Reviews, February 2015, 36(1):131-147
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PARTICIPACION DE GEN LPL, GPIHBP1, LMF1, APOA5, APOC3, ANGPTL3,4
EN EN METABOLISMO DE TRIGLICERIDOS

La lipoprotein lipasa codificada por el gen LPL juega un papel fundamental en el
mantenimiento de los niveles normales de triglicéridos. La LPL es sintetizada en las
células parenquimatosas de varios tejidos 45 Requiere de la presencia de ciertos
factores que promueven su remodelacion y maduracion, tales como el factor
madurador de lipasas en el reticulo endoplasmico (LMF1) para ser funcional (46:47:48)
y secretada, después es transportada a la superficie luminal de las células
endoteliales vasculares donde se ancla en interaccion con proteoglicanos del tipo
heparan sulfato gracias a la accion de la proteina de union a HDL glicosidil
fosfatidilinositol tipo 1 codificada por el gen GPIHBP1 (49:50.51). Se ha documentado
recientementeque pacientes con quilomicronemia presentan deficiencia de
GPHIBP1 debido a la presencia de anticuerpos contra GPHIBP1 que inhiben su
unién y anclaje a endotelio y por ende inhiben su funcion®?. Los pacientes
portadores de esta caracteristica tienen menos masa de LPL alterando su actividad
enzimatica. También, la LPL es modificada por otras lipoproteinas como proteinas
tipo angiopoyetinas (ANGPTLs) (5354 | codificadas por los genes ANGPTL3 Y
ANGPTL4 al inhibir estas proteinas su funcién. La apoproteina apo Cll que es un
activador de la actividad enzimatica de LPL, cuando hay mutaciones inactivantes en
el gen de APOC 2 alteran la actividad enzimatica de la LPL contribuyendo a la
HTG.®® La apo Clll (%) es otra apoproteina que actiia como un inhibidor de la LPL.
La apo AV que es un cofactor que acelera el aclaramiento de las lipoproteinas ricas
en trigliceridos mediante su interaccion angptl3,8, facilitando la accion de LPL (7:58)
. Por lo tanto, variantes genéticas en todos estos genes pueden ser causales de
elevacion de los niveles plasmaticos de triglicéridos®®).

NUEVOS GENES CANDIDATOS

Nuestro grupo contribuyé al estudio de la HTGF e identific6 nuevas variantes
alélicas comunes y raras mediante el analisis de exomas en sujetos mexicanos con
HTGF. Uno de los genes asociado en nuestra poblacion de estudio es el gen
LRPPRC, no reportado antes en otras poblaciones Esto motiva a realizar como
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siguiente paso la identificacion de los mecanismos en estudios funcionales por los
cuales estas este gen estan asociado con la concentracion de triglicéridos en
poblacién con HTGF. Este es un gen que codifica la proteina LRP130 necesario
para la estabilizacion de los RNA mensajeros mitocondriales y la oxidacion de
acidos grasos (beta oxidacion y fosforilacion oxidativa) . Su presencia fue
descubierta por Lander en 2002 (?, al descubrir dos mutaciones causales del
Sindrome de Leigh, que se caracteriza cursar con disfuncién de la cadena
respiratoria a nivel mitocondrial predominantemente en el sistema de fosforilacion
oxidativa, y presentar alteraciones neurologicas y metabdlicas tales como HTG ,
hiperinsulinemia e hipoadiponectinemia comparado con controles
normotrigliceridemicos (p<0.03) (6¢1.626364) También el gen LRPPRC incrementa la
expresion de OXPHOS ( sistema mitocondrial de fosforilacion) ante la presencia de
factores disparadores como la HTG, induciendo la expresion de NAD+ vy
promoviendo la oxidacion de acidos grasos mediante el ciclo del acido tricarboxilico
y aumenta el riesgo de esteatosis hepatica no alcohdlica en la poblacién que lo
padece - En algunas cohortes de pacientes con alteraciones de la cadena
respiratoria se han reportado alteraciones en el perfil de lipidos 667 donde se ha
observado predominantemente niveles elevados de acidos grasos marcadores de
resistencia a insulina. En modelos murinos transgénicos con sobre expresion de
LRPPRC se ha observado una reduccion notable de triglicéridos, a diferencia de
modelos murinos Knock out o Knock down para el gen LRPPRC con altos niveles
de triglicéridos y esteatohepatitis(©®).

ASOCIACION DE LA HTG CON RIESGO CARDIOVASCULAR: ENFASIS EN
LIPEMIA POSTPRANDIAL.

El estudio de la HTG ha sido motivo de gran controversia a lo largo de los afios en
relacidn a su asociacion con riesgo cardiovascular 9 Hace mas de una decada ya
se habia documentado la asociacion de riesgo cardiovascular elevado en pacientes
con hipertrigliceridemia familiar’®, se desconocia su variablidad fenotipica y se
confundia facilmente con pacientes con SCF por lo que se pensaba que no tenian
ningun riesgo. Sin embargo, estos pacientes oscilan del fenotipo IV ( donde pueden
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acumular remanentes de quilomicrones y VLDL) al fenotipo V ( quilomicrones) de
forma variable a lo largo de su vida , en el tiempo que pasan acumulando
remanentes estan en mayor riesgo por lipemia postprandial asociada a
aterosclerosis de presentar enfermedad cardiovascular aterosclerotica. Aun en los
sujetos tratados con estatinas como método para la reduccion de colesterol LDL,
existe un riesgo residual no cubierto que sigue provocando enfermedad
cardiovascular"). Actualmente la evidencia ha demostrado, mediante un abordaje
genético mendeliano, una asociacion causal (?- Existen estudios genéticos en los
que ciertas variantes asociadas a perdida de la funcién selectiva de reguladores
clave en el metabolismo de triglicéridos como es el caso del gen APOCS3 protegen
contra enfermedad cardiovascular”74). Ademas, existe evidencia de que el periodo
postprandial se asocia con aterogénesis derivada de la acumulacion de particulas
ricas en triglicéridos (TRP) y remanentes ricos en colesterol que por su menor
tamafo son capaces de entrar al subendotelio y contribuir al igual que el colesterol
LDL a la formacién de la placa ateromatosa. (576.77.78). Estos estudios se han
desarrollado en distintas poblaciones con HTG, incluyendo pacientes diabéticos
con resistencia a insulinal’®. La disfuncién endotelial es la entrada para iniciar el
proceso de aterogénesis. La hiperlipidemia postprandial esta involucrada en la
produccion de citocinas proinflamatorias , reclutamiento de neutroéfilos, macrofagos
y generacion de estrés oxidativo ocasionando disfuncion endotelial ©%. Se ha
reportado un nivel de triglicéridos postprandiales distinto para cada poblacion, capaz

de incrementar el riesgo cardiovascular.

V. HIPOTESIS:

Los sujetos portadores del haplotipo de riesgo en el gen LRPPRC tendran menor
sensibilidad a la insulina, asi como aumento en los marcadores de lipotoxicidad
(mayor tamafio de adipocitos, niveles mayores de lipemia postprandial y mayor
contenido de grasa visceral por DXA) comparados con los sujetos no portadores,

casos y controles .
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VI. OBJETIVO GENERAL

Comparar la sensibilidad a la insulina, asi como los marcadores de lipotoxicidad en
individuos con el haplotipo de riesgo del gen LRPPRC con los sujetos no portadores
de dicho haplotipo, casos y controles.

VIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) PRIMARIOS

. Comparar en los 4 grupos:
1) casos con HTGF portadores,

2
3
4) controles no portadores

)
) casos con HTGF no portadores,

) controles portadores,

)

) Comparar el AUCT y AUCI de triglicéridos después de una comida mixta
estandarizada

° Comparar la grasa visceral medida por DXA

° Comparar el tamano, area, infiltracion de macréfagos de adipocitos en
biopsia de tejido adiposo subcutaneo periumbilical

° Comparar sensibilidad a insulina mediante la curva de tolerancia intravenosa

a la glucosa con muestreo frecuente por sus siglas en inglés ( FSIVTG)

B) SECUNDARIOS

. Comparar la velocidad de onda de pulso y el grosor IMC en los 4 grupos
. Comparar el grado de esteatosis y fibrosis hepatica en los 4 grupos
. Evaluar el papel del haplotipo de riesgo en el gen LRPPRC sobre la funcién

mitocondrial determinando el consumo de oxigeno de células PMCB

. Evaluar el papel del haplotipo de riesgo en el gen LRPPRC sobre los
parametros glucoliticos determinando la secrecion de protones por células PMCB.
. Evaluar el papel del haplotipo de riesgo en el gen LRPPRC sobre el indice
bioenergético de células PMCB

. Determinar la composicion, numero y tamafio de lipoproteinas en los 4

grupos.
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VIIl. DISENO DEL ESTUDIO
A) Diseio: Estudio comparativo, de procedimiento, transversal, prolectivo.
B) Poblacion de estudio:

Casos no relacionados, con HTGF portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo.

Controles no relacionados, normotrigliceridémicos portadores y no portadores del
haplotipo de riesgo, pareados por edad (x5 afios), genero e IMC (3 kg/m?) y en
casos con DM2 con HbA1c_(x1%)

C) Criterios de Seleccidn:

Criterios de Inclusion:

° Hombres y mujeres > 18 afios no relacionados, portadores y no portadores
del haplotipo de riesgo del gen LRPRRC, con HTGF fenotipo IVo V ( TG > 1000mg/
dl al menos una vez (TG:CT 5:1), con TG > P90, con niveles de apo B < P90
poblacional y con estudio familiar confirmatorio).

° Controles: Hombres y mujeres > 18 afios no relacionados , portadores y no
portadores del haplotipo de riesgo del gen LRPRRC, normolipidémicos (TG
<150mg/dl , HDL-C >40 y < 60mg/dl, LDL-C < 190mg/dl) sin uso de farmacos
hipolipemiantes.

Criterios de exclusion:

A) Otras causas primarias de HTG

°Y)

Embarazo

)

Falla renal y/o hepatica graves

m O

)
)
) Consumo de alcohol > 10 bebidas/semana
) Infeccion por VIH

)

M

Cualquier enfermedad aguda 6 semanas previas a la toma de muestra

@

) Hipotiroidismo sin tratamiento

Criterios de eliminacion:

A) Deseo del paciente de salirse del estudio.

B) Que no concluya todos los procedimientos del estudio.
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IX. MATERIAL Y METODOS

A) Procedimientos:

Consentimiento informado: Durante la visita inicial, los pacientes proporcionaran
el consentimiento informado para participar en el estudio. Los investigadores se

apegaran a los preceptos de la Declaracién de Helsinki.

Dieta isocaldrica: Los participantes seran instruidos para seguir una dieta
isocalorica que consta de 40% de -carbohidratos, 40% de grasa (10%
poliinsaturadas, 13% grasas monoinsaturadas y 7% saturadas), 20% de proteina, <
200 mg de colesterol y 20 g de fibra soluble) durante el estudio. Ademas, seran
instruidos para mantener su actividad fisica habitual. Cuatro semanas después de
la visita inicial, se medira la adherencia a la terapia utilizando registros de dieta y un
cuestionario que mide la actividad fisica (de la Universidad de Laval). Los casos
cuyo peso corporal se haya mantenido estable (<5% de variacion) durante el

periodo de cuatro semanas de estabilizacion se incluiran en el estudio.

Cuestionario estandarizado. Se recabara informacion clinica (antecedentes
familiares y personales de pancreatitis secundaria a HTG, diabetes, hipertension,
obesidad, enfermedad cardio-cerebrovascular toxicomanias, medicamentos,
registro de alimentos de 3 dias para analizarse mediante el software (Food
Processor 1I®, ESHA Research, Salem,OR, USA),Se calculara el aporte de
nutrientes de la dieta que utiliza una base datos de composicion quimica de
alimentos mexicanos y norteamericanos. Se evaluara y cuantificara la ingesta
caldrica, la cantidad y calidad de las grasas de la dieta, acidos grasos saturados
(AGS), trans (AGT), mono insaturados (AGMI) poliinsaturados (AGPI), omega 3
(w3), omega 6 (w6) y colesterol dietario, carbohidratos, azucares simples. Ademas,
para estimar la suficiencia de la alimentacion se consignaron los siguientes
Indicadores dietéticos:

— Porcentaje de calorias grasas (G%)

— Relacion de acidos grasos de la dieta AGS: AGMI:AGPI
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— Relacion de acidos grasos poliinsaturados w 3:w 6
Se incluiran variables antropométricas tales como cintura, peso, talla, IMC, indices

cintura- cadera, cintura -estatura.

Muestras basales: Con ayuno previo de 12 hrs, se tomaran variables bioquimicas
(glucosa, creatinina, HbA1c, perfil de lipidos completos, apo B, apo B48, insulina,
pruebas hepaticas). Se guardara plasma para medicion ulterior mediante Kits
comerciales (ELISA) de niveles de la apolipoproteinas . La medicién de masa de
LPL se realiz6 en un subgrupo como subrogado de su actividad enzimatica,
mediante técnica ELISA utilizando anti-bovine milk LPL MoAb. (realizada por el
grupo del Dr. Nakajima en Japon) . Las mediciones cuantitativas de la actividad
catalitica de LPL en plasma postheparina es el método mas utilizado, sin embargo,
se complica por la liberacién también de HL. Otro factor de confusion es la presencia
de cantidades variables de triglicéridos en plasma, que pueden competir con los
sustratos marcados utilizados en las determinaciones de la lipasa de TG. Los
meétodos para la medicion de las actividades de LPL se basan en la purificacidon
parcial y separacion de estas enzimas en pequefas columnas de heparina o en el
uso de anticuerpos especificos que inhiben la actividad catalitica de LPL. Ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) de LPL en plasma humano se han
descrito y son mucho mas sensibles que las mediciones basadas en la actividad
catalitica. Por lo que se utilizé un ELISA en sandwich para LPL humano. Se basa
en el uso de dos anticuerpos monoclonales contra el LPL humano. Es sensible y

reproducible, y puede detectar LPL incluso en plasma preheparinizado.

Curva de tolerancia a una comida mixta : Se solicitara que acudan con ayuno de
12 h y se les pedira que ingieran una comida estandarizada. Se tomaran muestras
en los tiempos 0, 3, 4, 6 y 8 h posterior a la ingestién de la comida mixta. La comida
consistira en una hamburguesa con queso, con 5 g de mayonesa, 71 g de papas
fritas, 250 ml de leche entera. El contenido caldrico total es de 919 kcal y la
composicion es de 50% de (51 g) de grasa, 32.7% (75 g) hidratos de carbono y
17.3% (40 g) de proteina.: la ingesta del alimento tiene que ser en 30 minutos.

25



A e=@mmTC

ws(Dws LDL-C
(mg/dL) TG
300
—’ *xx W= Glucose

250 - 1

e “—
200 - il

or T

150 | _ L _

™4 - - -~
100 | G ©
50 -

o -
baseline 2h 4h 6h 8h

Curva de lipemia postprandial en sujetos normales . Los valores se incrementan en la hora 3 y

regresan a lo basal en la hora 8.

Prueba de tolerancia a la glucosa por via intravenosa con toma de
muestras frecuentes(FSIVGTT= Frequently sampled intravenous glucose
tolerance test): El modelo minimo nos permite obtener los parametros
metabdlicos siguientes: indice de sensibilidad tisular a la insulina (Si), indice de
metabolizacion de la glucosa independiente de la insulina (Sg) y funcion de la
célula beta pancreatica. El modelo minimo fue desarrollado por Bergman et al.
en 1979(5), y proporciona una medida indirecta de la relacion Sensibilidad
periférica a la insulina/Resistencia a la insulina (SPI/RIl). Se basa en una
representacion matematica del compartimiento de la glucosa en el tiempo y
utiliza un programa informatico para calcular la SPI a partir de la dinamica entre
la glucosa y la insulina observada durante un FSIVGTT permite la evaluacion de
la fase temprana y tardia de la secrecion de insulina para evaluar la funcion de
las células beta (3). Se cita al paciente en ayuno de 10-12 horas. Se pide al
paciente que vacie la vejiga. Se toma el peso corporal con bata o ropa ligera y
sin calzado. Se canalizan dos venas (una en cada antebrazo). Una via se utiliza
para la toma de muestras de sangre venosa y la otra para la infusion de la carga
de glucosa por via intravenosa. Después del muestreo de sangre de referencia
(minutos -15, -10, -5, 0), se inyecta en el lapso de 60 segundos en la vena
antecubital un bolo de glucosa (0.3 g/kg de peso corporal) en una solucidn de
50%; SOLUCION DX-50 PISA, MEXICO) utilizando bomba de infusién y se
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obtienen muestras de sangre al minuto 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 14, 16, 19, 22, 24 y
25 para realizar medicion de glucosa e insulina en cada tiempo. En el minuto 20
se aplica insulina 0.03Ul/kg de peso y continua midiendo insulina y glucosa. Se
retiran las vias intravenosas. Se proporciona refrigerio al participante. Se da por
concluido el procedimiento. Los resultados se procesan segun el analisis del
modelo minimo utilizando el programa MINMOD (instalado en una PC),
generando los indices antes mencionados. Proporciona una medida indirecta de

la sensibilidad/resistencia a la insulina :

* Indice de sensibilidad tisular a la insulina (Si)

Si= p3 / p2, es decir, Si= (K2 x [K4 + K6]) / K3

Sus unidades designadas son: x 10-4 min-1/uUl/mL. Representa el incremento en
la desaparicion neta de glucosa de su espacio de distribucién ocasionado por un

aumento unitario de la insulina.

+ indice de metabolizacion de la glucosa independiente de la insulina (Sg)
Corresponde al parametro p1.
Sg=p1=K1 + K5
Sus unidades son min~'. Corresponde a la capacidad de la glucosa para incrementar
su aclaramiento plasmatico al suprimir la PHG y aumentar su captacion periférica
independiente de los niveles de insulina en plasma. Representa el incremento en la
desaparicion fraccional neta de la glucemia ocasionado por un aumento de la

misma.

* Funcién de la célula beta pancreatica
El AIRg (del inglés acute insulin response to glucose) es la respuesta aguda de la
insulina como consecuencia del estimulo de la glucosa exdégena durante los

primeros 10 minutos del TTIVG.
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Absorciometria de rayos x de energia dual (DXA) : Densitometro (DXA GE
Healthcare Lunar iDXA y software enCORE version 13.6, Madison, WI, EE.UU)
estima la grasa corporal y porcentaje de masa magra
a través de un modelo tejido especifico (grasa, tejido
magro y hueso) basado la atenuacién dependiente
de tejido por rayos X (dosis 1-3 mrad) [25] y hace una
diferenciaciéon entre la grasa visceral y subcutanea
mediante calculos geométricos y mediciones de
atenuacién. Subdivide al cuerpo en diferentes

regiones, tronco, brazos y piernas, identificando y

estimando tanto la distribucidon de grasa androide

como ginecoide. La grasa subcutanea (SF) y la grasa
visceral (VF) se estiman dentro de la region androide.
El DXA procesa los resultados sobre grasa visceral
al mismo tiempo que lleva a cabo el analisis de
composicion corporal total. La Masa Grasa se
obtiene ajustando la estimacion del tejido graso por
DXA con el peso corporal obtenido de una bascula

digital. Ademas de la masa magra y grasa, es posible

cuantificar el contenido mineral por segmentos
corporales y hacer un diagnostico de osteopenia u
osteoporosis. Indicaciones previas al procedimiento:
no estar embarazada, no haberse realizado ningun estudio con medio de contraste
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(Ej: Tomografia), 7 dias antes del estudio, no portar objetos metalicos (aretes,
piercings, anillos, pulseras o collares), no haber ingerido alimentos 4 hrs. antes del
estudio, pasar al bafio antes de realizar el estudio. La medicidn de cada paciente se
realizara con el minimo de ropa (camiseta y pantaldn corto) y sin objetos metalicos,
sin zapatos. El sujeto se acostara de espalda o boca arriba en una cama acojinada

en una posicién comoda por unos minutos, no debe moverse durante el estudio.

Biopsias de tejido adiposo subcutaneo: La biopsia se obtendra del tejido adiposo
periumbilical. Las biopsias seran utilizadas para evaluar la expresioén del haplotipo
LRPPCR vy para su analisis histologico determinando el tamafio, forma, porcentaje
de frecuencia acumulada, distribucion, asi como presencia de células inflamatorias
proaterogenicas como macrofagos tipo 1 en los 4 grupos. Se utilizara anestesia local
y sera realizada por personal capacitado. Las biopsias se congelaran en nitrogeno
liquido inmediatamente después de ser tomadas, ya que los analisis de interaccion
proteina-DNA que usa secuenciacion por inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP-
seq), metilacion gendmica y experimentos de secuenciacion de RNA (RNAseq)
requieren que este procedimiento se haga con rapidez y eficiencia para evitar la
degradacion del material genético. El tejido para analisis histologico se mantendra

en solucion de formol hasta su estudio.

Analisis de la velocidad de onda de pulsos (VOP) en la aorta: Todos los factores
que reducen la distensibilidad del vaso sanguineo (es decir, aumentan la «rigidez»
de la pared) conducen a una VOP mas alta. Los factores de riesgo ateroscleroticos
causan un remodelado vascular que produce «rigidez» arterial en la aorta y otras
grandes arterias(59). En diferentes estudios, la VOP se correlaciona con el numero
de factores de riesgo CV, el nivel de forma fisica, los episodios CV y la mortalidad
(64). La VOP fue descrita por primera vez por la ecuacion de Moens-Korteweg
obtenida en los afios veinte del pasado siglo, que relacionaba la VOP con la
distensibilidad del vaso sanguineo, cO=VEh/2Rp, donde c0 es la velocidad de onda,
E es el modulo de Young en la direccion circunferencial, h es el grosor de la pared,
R es el radio del vaso y p es la densidad del liquido. Los valores normales varian
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de un vaso a otro y se describen en la Tabla 1 46. La VOP adrtica suele medirse
entre la arteria carotida y la femoral mediante la deteccion sincrénica de la llegada
de la onda a ambas localizaciones y determinando la distancia entre ellas. Este
meétodo proporciona el valor de la velocidad media. El estandar de oro en la
evaluacion de la presion arterial no invasiva y de la velocidad de las ondas de pulso
es la tecnologia SphygmoCor. Destacado en cientos de estudios publicados, se
utiliza en los principales centros de investigacion. Este sistema registra la forma de
onda del pulso radial del paciente a través de una medicion tomada en la mufieca,
derivan la forma de onda de la presién sanguinea en la aorta ascendente e informan
los datos vitales de la presion arterial central. El sistema CPV de SphygmoCor
también mide la velocidad de la onda de pulso entre dos localizaciones arteriales.
El sistema CPV ofrece una evaluacién no invasiva de la presion arterial central y la
velocidad de la onda de pulso con un solo operador, o que permite un analisis
integrado de la rigidez de las arterias adrtica y arterial. Se ha demostrado que la
presion arterial central es un predictor independiente superior de eventos
cardiovasculares futuros y permite la evaluacidn de los efectos vitales de los
farmacos que no pueden detectarse con mediciones de la presion braquial.

4 Arteria
y'- radial Tondémetro

Medicién del grosor intima media carotidea : se ha establecido como un método
no invasivo para el estudio y deteccion de la aterosclerosis temprana y enfermedad
cardiovascular . En el caso de enfermedad cardiovascular es un marcador etiolégico
de enfermedad de 12 grandes vasos y los factores de riesgo para ella, (diabetes,
hipertension, dislipidemia, tabaquismo). EI GIMc es una doble linea visualizada en
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un corte longitudinal mediante ecografia en las paredes anterior y posterior de la
arteria carotida comun (ACC). Estas lineas son los limites anatomicos de luz-intima
y de la capa media-adventicia de la arteria. Se define como placa ateroesclerotica
a las estructuras focales que invaden la luz del vaso al menos 0.5 mm 6 50% del
valor GIMc circundante, o la demostracién de un grosor > 1.5 mm de GIMc en
cualquier sitio de la arteria.

Valores Normalidad GIMc en poblacion mexicana

Mujeres (edad, afios) Valor mm (IC 95%)

25-34 0.571 (0.564-0.578)

35-44 0.601 (0.589-0.613)

45-54 0.651 (0.635-0.667) 5

5-64 0.685 (0.659-0.712)

Hombres (edad, afios)

25-34 0.571 (0.560-0.582)

35-44 0.614 (0.598-0.629)

45-54 0.647 (0.630-0.663)

55-64 0.685 ((0.659-0.710)

Los estudios se completaran tres a cinco sesiones (de acuerdo a la conveniencia y
disponibilidad del participante). Las evaluaciones se programaran en un periodo de
30 dias.

Elastografia transitoria (Fibroscan) : La Elastografia Transitoria medida por el
equipo FibroScan consisten en una sonda de transductor de ultrasonido de 5MHz
montada en el eje de un vibrador. Las vibraciones de baja amplitud y baja frecuencia
(50Hz) se transmiten al tejido hepatico, induciendo una onda cortante que se
propaga a traves del tejido. La velocidad de la onda es directamente proporcional a
la rigidez del tejido. La técnica de mide la rigidez en un volumen cilindrico de 1cm
de diametro por 4 cm de largo, alcanzando cerca de 1/500 parte del volumen
hepatico, lo que implica 100 veces un volumen mas grande comparado con la
muesta obtenida por biopsia hepatica. El valor de la rigidez hepatica (LSV) y los
parametros de atenuacion controlada (CAP) seran evaluados usando Fibroscan 502
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(Echosens TM) por profesionales capacitados. Por medio de la sonda M, el
paciente, con cuatro horas de ayuno, se colocara en supino y el brazo derecho en
maxima abduccion para realizar las mediciones en el |I6bulo derecho del higado en
los espacios intercostales. El LSV se expresara en kilopascales (kPa) y CAP por
decibelios por metro (dB/m). Los LSV se consideraran confiables cuando se tengan
al menos 10 mediciones validas y una tasa de éxito >60% con un rango intercuartil
a razon media <0.3. EI CAP se medira con los mismos criterios utilizados para LSV,
asegurando que se obtuvo una atenuacion ultrasonica del higado simultaneamente
en el mismo volumen hepatico que el LSV. El valor final de CAP sera la mediana de

las mediciones del individuo.
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Evaluacion de la funcién mitocondrial, funcién glucolitica y indice
bioenergético. En un subgrupo de pacientes mediante la extraccion de sangre
periférica en casos y controles se determinara la tasa de consumo de oxigeno (TCO)
y la tasa de acidificacion extracelular (TAE) en cultivos celulares de células
mononucleares utilizando el analizador “Seahorse XFe 96” (Agilent Technologies).
La TCO representa metabolismo aerobio es decir, es proporcional a la funcién
mitocondrial mientras que la TAE con metabolismo anaerobio, es decir, la

produccion de piruvato y lactato derivados de la glucolisis.

Para determinar la tasa de actividad metabdlica de las células mononucleares de
sangre periférica de los pacientes, mediante la determinacién de la TCO y la TAE
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usando el equipo Seahorse XFe 96, se requiere obtener una muestra de 8 mL de
sangre. Las células mononucleares de sangre periférica se obtienen por un
gradiente de densidad utilizando Lymphoprep de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Las células mononucleares obtenidas se re suspenden en medio RPMI
a pH 7.4 suplementado con glucosa 11mM, glutamina 2mM y piruvato 1mM y se
sembraron en una placa recubierta con Cell-Tak a una densidad de 300,000 células
por pozo. Posteriormente, se realizé un ensayo de estrés mitocondrial inyectando

secuencialmente oligomicina (1.5uM), FCCP (1.5uM) y rotenona (0.9 uM).
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ATP ETC Mito
Coupler Accelerator  Inhibitors

1000
900
800 -
700
600
500
400
300
200
100

OCR (pMoles/min)

1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TIME (minutes)

Analisis de la composiciéon, numero y tamaio de lipoproteinas mediante
Liposcale. En un subgrupo de pacientes se realizara la evaluacién de la
composicion de las distintas lipoproteinas (VLDL-C, IDL-C, LDL-C,HDL-TG VLDL-
TG, IDL-TG,LDL-TG, HLD-TG,), asi como el tamafio de las particulas ( pequefio,
mediano y grande) y el numero de particulas ( totales, pequefio, medianos,
grandes) mediante espectroscopia por resonancia magnética de la empresa
espafnola BiosferTeslab .
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X. ANALISIS ESTADISTICO.
Estadistica descriptiva: Se aplicaran pruebas de normalidad a las variables
continuas para verificar su distribucion y realizar el correcto analisis estadistico. Se
presentaran los datos como medias (+ desviacion estandar) o medianas e intervalo
intercuartilar segun su distribucion y las variables categéricas se reportaran como
porcentajes.
Estadistica analitica: Se utilizara T pareada o Wilcoxon para la comparacion de las
variables continuas entre portadores y no portadores. Se utilizara la prueba de X?
para evaluar la independencia entre las variables categoéricas y el estatus de
portador. Las correlaciones bivariadas se evaluaran utilizando coeficientes de
Spearman y se realizaran correlaciones ajustadas. Se construira un modelo de
regresion lineal multivariable para buscar la asociacion con el estado del haplotipo
LRPPRC (portador o no portador ) como variable independiente vy las variables
dependientes ( masa grasa visceral, Sl, Aig, ,AUCI triglicéridos, area de adipocitos)
Para dicho analisis las variables no distribuidas normalmente se transformaran a
logaritmo natural, se ajustaran por confusores. Se analizaran datos utilizando SPSS
v21.0 (Chicago, Il) y STATAV 13.

XI.CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA:
Se utilizé la formula para buscar diferencias de medias en estudios pareados
utilizando diversas variables como desenlace y eligiendo el tamafio de muestra
mayor con las variables principales del objetivo primario. Se utilizé el programa G

Power.Y adicionalmente se calculo tamafio de muestra en programa stata.

o.d(za +Zﬁ) :
A-0

1=

o d= Desviacién estandar de la diferencia**
Za= 1,96 (si significancia es de 0.05),2 colas
ZB3=1.28 (sipoder es de 90%)

A-0= Diferencia entre la media de una muestra vs la otra muestra, menos 0.
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Z alfa =0.05/5 = 0.01. La Z alfa se divide entre el nimero de observaciones

(objetivos primarios) para hacer la p mas estricta.

1. Utilizando la variable de desenlace area bajo la curva incremental de
triglicéridos (AUCI) consideramos una diferencia de 10% en el area bajo la curva
incremental (lipemia postprandial) 3

t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = One

Effect size dz= 0.4980280

aerrprob = 0.01

Power (1- err prob) = 0.90

Output: Noncentrality parameter & = 3.7269003
Critical t = 2.3960811

Df = 55

Total sample size = 50

Actual power = 0.9045649

media 1= 777+890 mg/dl/hr
media 2= 433+240 mg/dl/hr

2. Considerando la grasa visceral (DXA) tomando en cuenta un incremento de
30% en individuos con el haplotipo de riesgo (51)

t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = One

Effect size dz= 0.5436480

aerrprob = 0.01

Power (1- err prob) = 0.90

Output: Noncentrality parameter & = 3.7270629
Critical t = 2.4101881

Df = 46
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Total sample size = 47
Actual power = 0.9014541
media 1= 970+870 cm3

media 2= 5601468 cm3

3. Se utilizé la férmula para buscar diferencias de medias. (FSIVGTT)
Consideramos un incremento de 30% en individuos con el haplotipo de riesgo.

t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = One

Effect size dz= 0.5685432

aerrprob = 0.01

Power (1- err prob) = 0.90

Output: Noncentrality parameter & = 3.7712889

Critical t = 2.4162501 Df = 43

Total sample size = 44

Actual power = 0.9073884

4. Se utilizé la formula para buscar diferencias de medias. (tamafno de

adipocitos ) Consideramos un incremento de 30% en individuos con el haplotipo
de riesgo.
t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)

Analysis: A priori: Compute required sample size

Input: Tail(s) = One

Effect size dz= 0.5685432

aerrprob = 0.01

Power (1- err prob) = 0.90

Output: Noncentrality parameter & = 3.7712889
Critical t = 2.4162501 Df = 43

Total sample size = 44

Actual power = 0.9073884
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XII.RESULTADOS

Se presentaran resultados no pareados ya que no se ha completado la muestra total
del estudio y se analizaron con pruebas para datos no pareados. Evaluacion de
normalidad de los datos con pruebas Shapiro Wilk, U-Mann Whitney test para

variables dimensionales, X2 (Fisher) para variables categoricas

1. Caracteristicas Generales
Se han realizado estudios en 120 sujetos: 52 casos con HTGF, 20 portadores y 32

sujetos portadores del haplotipo de riesgo del gen LRPPRC. EI 63% son hombres.
En los casos portadores destaca una carga genética positiva para cardiopatia
isquémica, no hay diferencias significativas en la presencia de pancreatitis o
diabetes entre portadores y no portadores. Los valores de triglicéridos son mas
elevados en portadores comparados con no portadores. No se observan diferencias
en el resto de los parametros basales. Se han realizado estudios a 68 controles, 17
sujetos portadores y 51 portadores del haplotipo de riesgo del gen LRPPRC. El
67.2% son mujeres. Los portadores tienen mayor concentracion de triglicéridos
comparados con los no portadores, no existen diferencias en el resto de las

caracteristicas basales. (tablas 1y 2).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los sujetos de estudio

Variable caso caso p Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17

Edad (afios) 44 (35-54) 48 (45-54) 0.08 49 (36-57) 47 (36-55) 0.52
Genero Mujer (%) 11,37.5% 7,35.0% 0.548 34, 68.6% 10,62.5% 0.77
AHF DM n(%) 29,93.5% 18, 80% 0.189 40, 80.4% 12,75.7% 0.72
AHF ECVA n(%) 1,3.10% 3,10.50% 0.003 11, 23.5% 1,6.3% 0.16
AHF Pancreatitis n(%) 3,9.3% 4,20% 0.457 0 0 0
DM2 n (%) 13,42% 7,36% 0.774 2,3.9% 2,12.5% 0.23
Pancreatitis HTG n(%) 8,25% 5,26.3% 1.0 0 0 0
ECVA n (%) 1,3.2% 3,15% 0.285 0 0 0
HAS n (%) 9,29% 7,36% 0.759 9.8% 0 0.32
IT 0.25 (0-5) 0.05 (0-1.9) 0.46 0(0-0.07) 0(0-0.15) 0.88
IMC (Kg/m25C) 28.7(26.5-30.4) 28.(25.3-33) 0.82 26 (23-28) 25.8(23-27) 0.70
ICE 0.58 (0.52-0.61) 0.59(0.55-0.64) 0.39 0.54 (0.50- 0.60) 0.53 (0.49- 0.59) 0.80
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Cintura (cm) H:99 (90-105) H:99 (92-109) 0.57 H:87 (83-102) H:86 (83-101) 0.89

M:93 (92-97) M:96 (86-99) 0.91 M:85 (82-94) M:84 (81-92) 0.86
TAS (mmHg) 122 (114-141) 117 (110-130) 0.29 117 (110-127) 118 (109-127) 0.90
TAD (mmHg) 77 (73-83) 75 (69-83) 0.56 76 (69-80) 75 (68-79) 0.91
Kcal 2115(1611-2979) 2249 (1581-2740) 0.79 2309 (1736-3097) 2043 (1544-3216)  0.84
Azucares (%) 12 (7.9-13.6) 12.5(7.9-15.2) 0.68 9.9 (6-19) 7.5(2.1-18-5) 0.37
Grasas saturadas(%) 7.9 (5.4-10.9) 9.3(5.7-10.3) 0.71 4.9(3.3-8.4) 4(2-9.4) 0.44

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los sujetos de estudio

Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17

Glucosa, mg/dl 102 (87-128) 101 (89-115) 0.74 96 (90-104) 95 (88-98.5) 0.90
Creatinina , mg/dl 0.79(0.63-0.91) 0.86( 0.66-1.01) 0.53 0.73(0.63-0.84) 0.66 (0.59-0.96) 0.45
HbAlc (%) 6 (5.3-7.5) 6 (5.5-7) 0.95 5.7(5.4-5.9) 5.5(5.2-5.8) 0.20
ALT mg/dl 28(21-36) 26 (19-33) 0.59 22(17-30) 22 (14-23) 0.19
AST mg/dl 25(23-35) 24 (2-28) 0.29 23 (19-27) 23 (21-26) 0.63
GGT mg/dl 25 (21-37) 26 (18-33) 0.65 16 (12-22) 23 (12-15) 0.12
CT mg/dl 174(144-202) 197 (160-229) 0.27 173 (150-202) 174 (159-190) 0.69
Tg mg/dl 469 (218-737) 705 (317-1023) 0.04 100 (78-117) 117 (108-129) 0.06
HDL-C mg/dl 30 (24-33) 31 (25-40) 0.46 47 (41-54) 47 (39-54) 0.947
No HDL mg/dl 143 (115-171) 162 (130-193) 0.33 127 (103-151) 131 (109-146) 0.86
Apo B mg/dl 89(82-99) 90 (81-98) 0.96 90 (72-107) 85 (74-104) 0.94

Evaluacion de lipotoxicidad (lipemia postprandial, AUCI de triglicéridos,
adiposidad visceral, hepatica, tamaio y area de adipocitos).

Los casos portadores del haplotipo de riesgo tienen un area incremental de
triglicéridos significativamente mayor comparados con los no portadores (p<0.05) ,
asi como concentraciones mas elevadas de apo B48 a las 4 y 8 horas de la curva
de lipemia post prandial a una comida mixta (p=0.05 y p=0.045). (Tabla 3) . También
tienen un valor mas elevado de METS VF un subrogado de grasa visceral, aunque
el nivel de grasa visceral no fue significativo, el valor absoluto de tejido adiposo
visceral es mayor tanto en gramos como en cm3 a pesar de no tener diferencias en
IMC entre los grupos, también se observa una tendencia a mayores valores del
grasa total y troncal sin observarse aun diferencias estadisticamente significativas.
(Tabla 4) En los estudios de elastografia los sujetos portadores presentaron mayor
puntaje de decibelios por metro p<0.05. El 35% grado 1y el 10% grado 2,el 55%
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en grado 3 (p<0.05) no hubo diferencia en la presencia de fibrosis. (Tabla 5) .
Respecto a la morfologia de adipocitos hubo diferencia en el tamafio y area de
adipocitos entre portadores y no portadores (p<0.05) (Fig1-3) asi como en la
infiltracion por macréfagos tipo 1 en los adipocitos de portadores y en menor grado
de los no portadores (Fig. 4)

En los controles se observo una diferencia en el area bajo la curva total e
incremental de triglicéridos en los portadores versus los no portadores ( p=0.05y p
<0.05, respectivamente), asi como una tendencia ( p=0.07) de una mayor
concentracion de apo B 48 a la hora 4 durante la curva . (Tabla 3) No se observaron
diferencias en los estudios de composicion corporal ni en el subrogado de METS
VF. (Tabla 4 ) En los estudios de elastografia, los sujetos portadores tuvieron una
tendencia a tener mayor frecuencia de esteatosis G3 comparado con los no
portadores p=0.081, (Tabla 5) . Referente al area y tamaio de adipocitos también
se observd mayor tamafio y area en los portadores versus no portadores.( p< 0.05)
(Fig 1- 3) .

Tabla 3. Area bajo la curva total e incremental de triglicéridos posterior a una comida mixta y
niveles de apo B 48 durante la curva.

Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17
AUIT trigliceridos 3825 4788 0.06 1274 1925 0.05
(2820-6619) (2395-6784) (988-1700) (1235-2269)
AUCI trigliceridos 1042 1290 0.04 389 558 0.038
(623-1291) (712-2370) (256-615) (352-608)
Apo B 48 mg/dl 0’ 21.9(3.9-71) 29 (4 .2-122) 0.120 2.5 (1.3-4.35) 3.2 (0.89-6. 0.101
Apo B 48 4 hr 16.5 (4.7-97) 40 (7-144) 0.051 2.6 (1.1-5.7) 4(1.1-6.5) 0.078
Apo B 48 8hr 12.1(3.8-65) 29 (5.4-141) 0.045 2.3(0.99-4.1) 2.8(1.1-3.7) 0.431

Tabla 4. Composicion corporal en sujetos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo

Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17
Masa magra, g 46(42-54) 48 (42-53) 0.84 39 (35-43) 38 (34-45.6) 0.880
Masa grasa, g 23(19.5-28) 25 (20-33) 0.88 23 (18--29.6) 27 (23-33) 0.144
Masa grasa, % 33 (29.8-36) 35 (29-40) 0.84 39 (32-44) 42 (39-44) 0.257
Masa grasa troncal, g 15(11-18) 22 (20-25) 0.74 12 (8.8-16) 15 (12.4-16.7) 0.137
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Grasa troncal, %
Masa magra troncal, g
VAT, cm3

VAT, g

METS-VF

38 (34-45)
24 (21-27)
1426
(1074-1792)
1346
(1013-1690)
7(6.6-7.4)

40(35-46)
22(20-25)
1736
(1290-1892)
1637
(1217-1785)
7.9 (7.2-8.9)

0.48
0.63
0.33

0.04

41 (31-45)
19.2 (18.1-24.7)
882
(508-1226)
835
(479-1096)
6.6 (6.3-7.1)

43 (39-47)
18.8 (17.7- 21)
864
(320-637)
820
(493-998)
7.0 (6.8-7.5)

0.155

0.560

0.430

0.320

0.06

Tabla 5. Elastografia hepatica en sujetos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo

Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17
Kilopascales (Kpa) 4 (3.6-5.6) 4.8 (3.9-5.9) 0.32 4.1 (3.4-4.6) 4.4 (3.5-4.9) 0.465
CAP dB/m 201(198-221) 311 (247-339) 0.005 243 (235-283) 292 (221 -334) 0.263
Esteatosis Grado 0, (%) 23,71.9% 7,35% 0.007 34,66.7% 6,37.5% 0.252
Esteatosis Grado 1, (%) 3,9.4% 0 0.265 3,5.9% 2,12.5% 0.586
Esteatosis Grado 2, (%) 1,3.1% 2,10% 0.556 2,3.9% 3,18.3% 0.081
Esteatosis Grado 3, (%) 5,15.6% 11,55% 0.005 12,23.5% 5,31.3% 0.265
Fibrosis FO-F1 (%) 32,97% 18,90% 0.551 51, 100% 17, 100% 1
Fibrosis F2 (%) 1,3% 2,27,5% 0.552 0 0 -
Fibrosis F3 (%) 0 0 - 0 0 -
Fibrosis F4 (%) 0 0 - 0 0 -

Figura 1. Area de los adipocitos clasificados como portadores y no portadores, n= 250 células

por px, Mann-Whitney Rank Sum Test
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Figura 2. . A) Frecuencia relativa acumulada (%) del area de los adipocitos(um?), de portadores

y no portadores B) Multiples comparciones caso y control portador y no portador p=0.0001,

A LRPPRC (-) LRPPRC (+) o
120 _ %
N
E 50
100 =
i 5
80 / &
©
60 i
/ g [_\IO PORTADOR
40 3 20
8 =@ PORTADOR
NO PORTADOR =
20 10
PORTADOR
0 . . . . . . . . 0 an =
0 4000 8000 12000 16?0 20000 24000 28000 32000 0 5000 10000 15000 20000
rea Area
16293.61um? 23239.2um?
40
35
30
25
20
® «#-CASO PORTADOR
«#-CASO NO PORTADOR
10 CONTROL PORTADOR
«4+-CONTROL NO PORTADOR
5
0 R—R— 0 ——————
0 5000 10000 15000 20000 25000

Figura 3. A) Foto representativa de adipocitos tefiidos con H&E a un objetivo de 40X en
portadores y no portadores. B) Microfotografia 20X adipocitos H&E. Grupos= Caso portador;
n=5000/20, Caso no portador; n=6750/27, Control portador, n= 3250/13. and Control no
portador; n=11000/44.
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Caso portador

Caso No portador e

Control portador

Control No portador

Figura 4. Foto representativa de infiltracion por macréfagos M1 en portadores y no

portadores.

INFILTRACION POR MACROFAGOS

( NO PORTADORES) PX 2 PORTADOR INFILTRADO MACROFAGOS

M1 ( PORTADORES)

Evaluacion de resistencia a insulina (curva de tolerancia intravenosa a la
glucosa con muestreo frecuente y otros indices de resistencia a insulina)

Los casos no presentaron diferencias en ningun parametro de la curva de tolerancia
intravenosa a la glucosa, ni en parametros de sensibilidad a insulina, indice de
disposicion, indice de metabolizacién de glucosa o de funcion de la célula beta, asi
como en subrogados de resistencia a insulina como HOMA IR o METS IR, se
observé una mayor area bajo la curva incremental de insulina en los casos
portadores versus los no portadores (p<0.05) . En los controles no se observaron

diferencias (Tabla 6)
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Tabla 6. Respuesta aguda a la insulina , funcidon de la célula beta, indices de resistencia a
insulina y area bajo la curva total e incremental de insulina en sujetos portadores y no

portadores del haplotipo de riesgo

Variable caso caso P Control Control P

No portador portador No portador Portador

n=32 n=20 n=51 n=17

AIRg ([mu.l*-1.min] 249(23-709) 99 (19-576) 0.442 583 (236-771) 438 (132-765) 0.318
SI([(mu/1)*-1.min"-1]) 2.5(1.3-4.7) 1.5 (0-99-11) 0.540 3.9(2.3-6.6) 3.8 (2.9-4.7) 0.210
Sg ([min”-1]) 0.018 0.016 0.820 0.02 0.02 0.203

(0.011-0.026) (0.011-0-026) (0.01-0.03) (0.01-0.04)
DI 839 800 0.510 2650 1900 0.06

(121-3825) (100-1910) (2230-3720) (674-2810)

HOMA B [mu/mM] 93(76-159) 110 (63-201) 0.881 94(59-120) 98(73-111) 0.264
HOMA IR 3.5(1.6-4.7) 3.7 (1.5-6.5) 0.360 1.6 (1.2-2.5) 1.8(1.9-2.9) 0.245
METS IR 55 (51-60) 56(51-68) 0.602 37.1(34.6-42) 40.1(35-45) 0.321
INSULINA 15.4 (7.2-18.5) 19.6 (6.7-17) 0.462 7 (5.4-10) 8.2(4-9.5) 0.370
AUCT insulina 160 (118-234) 192 (101-292) 0.65 126 (86-169) 103(72-148) 0.305
AUCl insulina 62 (32-102) 108 (70-145) 0.010 35 (-4.6-75) 18 (-18-34) 0.333

Evaluacion de riesgo cardiovascular ( velocidad de onda de pulso, grosor
intima media carotidea y composicion de lipoproteinas )

No se observaron diferencias entre la presencia de parametros de aumentacion de
la aorta o velocidad de onda de pulso tanto en casos como en controles. Sin
embargo, en casos portadores presentaron un GIM maxima mayor comparado con
no portadores p=0.05, aunque la presencia de placa no fue significativa p=0.10
(Tabla 7). De igual forma no observamos diferencias estadisticamente significativas
en el subgrupo de pacientes en cuanto a la composicion de las lipoproteinas en
cuanto a su contenido de colesterol o triglicéridos tanto en casos como en controles.
(Tabla 8). Se observa una tendencia tanto en casos como en controles a diferencias
en tamano de las particulas siendo mas abundantes las lipoproteinas VLDL -p
grandes y HDL-p y LDL-p pequefas. ( Figura 5)
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Tabla 7. Velocidad de onda de pulso y Grosor Intima media carotidea en sujetos portadores y

no portadores del haplotipo de riesgo

Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=32 n=20 n=51 n=17
VOP 6.5 (5.6-7.9) 6.8 (5.7-8.6) 0.46 5.9 (5.5-6.5) 6.2(5.6-6.9) 0.309
Augmentacion adrtica (mmHg) 12.5(9-18) 13.5(9-19) 0.45 12 (9-19) 16 (12.5-20) 0.824
IMC Global 0.63 (0.59-0.69)  0.64(0.61-0.69) 0.81 0.56 (0.55-0.60)  0.64 (0.61-0.69)  0.178
IMC Maxima 0.64 (0.63-0.72)  0.74(0.70-0.82)  0.053 0.75(0.70-0.81)  0.75(0.71-0.81)  0.850
Placa ACD 5,20% 9,45% 0.10 0 1,6.3% 0.239

Tabla 8. Composicion de lipoproteinas en en sujetos portadores y no portadores del haplotipo

de riesgo
Variable caso caso P Control Control P
No portador portador No portador Portador
n=29 n=17 n=35 n=8
VLDL-C(mg/dL) | 44.5(32.7-64.5) 41.7(30.3-87.7) 0.91 16.6 (11.0-21.2) 18.0 (9.39-20.6)  0.93
IDL-C(mg(dL) 17.5 (13.0-24.0] 20.6 (13.9-22.2) 0.59 10.6 (8.31-13.5) 11.7[9.86-15.3)  0.47
LDL-C(mg/dL) 106 (95.4-133) 108 (92.3-132) 0.99 126 (113-138) 131 [119-150) 0.45
HDL-C(mg/dL) 36.0 (19.9-43.3) 36.9 (22.7-45.4) 0.75 56.1 (52.9-59.3) 55.8 (52-63.59)  0.87
VLDL-Tg(mg/dL) | 162 (110-228) 142 (109-294) 0.95 57.7 (43.6-87.5) 66.1(42.5-79.4) 0.91
IDL-Tg(mg(dL) 18.6 (13.4-22.8) 19.0 (14.5-24.6) 0.69 10.9 (9.53-13.0) 11.6 (9.40-14.5)  0.59
LDL-Tg(mg/dL) 23.3(17.6-29.9) 24.6 [18.0-34.3) 0.56 15.6 (12.8-17.7) 16.0 (15.2-17.7)  0.28
HDL-Tg(mg/dL) | 34.6 (25.5-45.5) 32.4[19.9-50.1) 0.97 13.5(10.3-16.3) 13.4(10.5-16.4)  0.97

Figura 5. Tamano y numero de lipoproteinas VLDL, LDL, HDL en sujetos portadores y no

portadores del haplotipo de riesgo .
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Evaluaciéon de consumo de oxigeno y respiracion mitocondrial.

No se observaron diferencias entre portadores y no portadores tanto en casos como
en controles en el consumo de oxigeno y en parametros asociados a respiracion
mitocondrial, respiracion maxima, capacidad respiratoria y respiracion no
mitocondrial, produccioén de ATP, indice bioenergético, capacidad glucolitica (Fig. 6)
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Figura. 6 A) Consumo de oxigeno en PBMC y Parametros asociados a la respiracion

mitocondrial en PBMC de los 4 grupos , B) de casos y controles y C) de portadores y no

portadores
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Evaluacion de la masa de LPL y otros parametros en un subgrupo de
pacientes con HTGF

En un subgrupo de sujetos casos portadores y no portadores se determind la masa
de LPL como subrogado de la actividad de lipasa lipoproteica, la principal enzima
que hidroliza triglicéridos en las lipoproteinas , asi como se realiz6 medicion de
proteinas involucradas en el metabolismo tanto de triglicéridos como en la
funcionalidad de la lipasa , (GPHIBP1 y APOAV) y se realizé la medicién de
anticuerpos anti GPHIBP1
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Protector
N=14

LPL ng/ml 41 ( 38-50) 35 (31-39) 0.06
GPHIBP1 mass 860 (707-939) 644 (454-1070) 0.444
GPHIBP1 12 (10-14) 27 (13-41) 0.145

anticuerpos

Apo AV 1581 (746-3316) 696 (230-1181) 0.082

XIV.DISCUSION

Dada la existencia de una asociacion entre los SNPs (rs7593842,rs72877186 y
rs58811869) del gen LRPPRC con el fenotipo de HTGF encontrado en un analisis
de secuenciacion completa del exoma en una cohorte de pacientes con HTGF y
controles sin HTG , en el presente estudio se buscé evaluar diferencias en los 4
mecanismos propuestos entre sujetos portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo del gen LRPPRC asociados a resistencia a insulina y lipotoxicidad.
Recientemente, la creciente evidencia ha sehalado que la desregulacion de
LRPPRC esta relacionada con varias enfermedades que van desde tumores hasta
infecciones virales, se desconoce su papel especifico hasta el momento en
enfermedades metabolicas. Como proteina multifuncional, LRPPRC regula
procesos biologicos, incluidos el metabolismo energético, la maduracion y la
exportacion de ARNm nuclear. La sobreexpresion y regulacién a la baja de LRPPRC
inducen difrerentes efectos. La investigacion adicional de nuevas funciones de

LRPPRC deberia brindar nuevas oportunidades para una mejor comprension de su
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papel patologico en enfermedades y como un biomarcador potencial y un objetivo
molecular para el tratamiento de nuevas enfermedades. En general, los SNPs en
LRPPRC dependen de la localizacion de la variante en el gen y en consecuencia,
pueden llevar a ganancia o pérdida de la funcion de la proteina y esto puede dar
lugar a efectos protectores o nocivos para la salud dependiendo del 6érgano que
afecte y el SNP del que se trate y de factores ambientales. Los efectos de los SNPs
de LRPPRC detectados en nuestra cohorte sobre el metabolismo de lipidos se
observaron principalmente en valores de triglicéridos con valores >500 mg/dl. La
informacion relativa a la asociacioén entre LRPPRC y concentraciones de triglicéridos
es limitada. La arquitectura genética de la HTG esta determinada principalmente por
variantes alélicas comunes con tamano de efecto reducido a moderado y por
variantes raras con efecto de mayor tamano. , los SNPs detectados se localizan en
intrones que pueden ejercer efectos deleteros si se unen a factores que alteren la
expresion de la proteina, se sabe que Irpprc . La secuencia de 41 pb perteneciente
al locus de LRPPRC que contiene al polimorfismo rs58811869 de riesgo para HTGF,
tiene capacidad biolégica de unién con los diferentes extractos de proteina nuclear
de distintas lineas celulares (HepG2 y K562) y forma complejos con factores de
transcripcion como CTCF y NF-kB, disminuyendo su afinidad cuando se tienen el
alelo de riesgo (A) para desarrollar HTGF versus el alelo protector (T). (resultados
no publicados aun).

La cohorte analizada tienen ascendencia amerindia con un comportamiento distinto
que otros grupos étnicos, variantes encontradas en este grupo pueden ser privativas
de esta poblacion. Gracias al abordaje de secuenciacion de exomas, se es capaz

de detectar variantes comunes (MAF>5%) y raras (MAF<1%), variantes intronicas,
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lo que permite realizar medicina personalizada y de precision en dislipidemias
genéticas, con una contribucién mayuscula al fenotipo clinico(®!-82.83),

En el presente estudio se busco evaluar las diferencias en los 4 mecanismos
propuestos de accion del gen LRPPRC donde los portadores del haplotipo de riesgo
tienen 6 veces mas riesgo de presentar HTG severa ( TG > 500mg/dl) y se hipotetiza
que presentarian menor sensibilidad a la insulina y mayores efectos de lipotoxicidad
determinados como acumulacion de adiposidad visceral, aumento del tamano/area
de adipocitos subcutaneos periumbilicales y mayor lipemia postprandial posterior a
una comida mixta. Estas hipotesis se plantearon con base a los antecedentes y
estudios que demostraron alteraciones en el gen LRPPRC se asocian a efectos
deletéreos incrementando la concentracién sérica y hepatica de triglicéridos,
disminuyendo la expresion de OXPHOS vy activando vias de sefalizacion de
resistencia tanto hepatica como periferica a la accién de la insulina a través de
PKCe, dismininuoendi beta oxidacion hepatica y acumulando lipidos dentro del
hepatocitol®®). Tambien se han asociado a obesidad tanto en humanos como en
modelos murinos®4),

En este estudio de los 4 objetivos principales no se observaron en sensibilidad a la
insulina tanto en casos como en controles, sin embargo en los casos portadores se
osbserva una mayor area incremental de insulina p=0.010 , estos sujetos tambien
cursan con mayor valor de HOMAIR , mayor nivel de insulina serica y mayor puntaje
de METS IR aunque sin diferencias estadisticamente significativas. En los
parametros evaluados durante el modelo minimo de la prueba de tolerancia

intravenosa a la glucosa, que evalua sensibilidad tisular y secrecion de insulina
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se observa en ellos una menor AIRg ( respuesta aguda a la insulina que habla de
la funcion de la célula beta) , menor Sg (metabolizacion de la glucosa independiente
de la insulina, es decir efectividad de la glucosa ), menor Si ( sensibilidad a la
insulina ) y un menor Di (indice de disposicion) sin significancia estadistica. En los
controles se puede observar la misma tendencia sin mostrar diferencias
significativas estadisticas. Aunque de forma directa no hay un efecto mecanicista
conocido provocado por Irpprc sobre resistencia a insulina perférica a nivel de
musculo o tejido adiposo si se conoce se presume que de forma indirecta , a traveés
de resistencia hepatica a la insulina en modelos murinos y humanos , variantes que
disminuyen la expresiéon de Irpprc , disminuyen OXPHOS ( fosforilacién oxidativa
mitocondrial)a nivel hepatico. Por el contrario se ha observado que si hay mayor
expresion de OXPHOS en higado, se mejoran los procesos de betaoxidacion , se
aumenta la sensibilidad hepatica a la insulina , incluso la periferica de forma
indirecta(@®

Respecto a los parametros de lipotoxicidad se observa que los sujetos casos
portadores tienen una mayor lipemia postprandial : AUCI de trigliceridos (p=0.04)
, @si como una mayor concentracion de apo B 48 durante la 42 y 82 hora de la curva
postprandial a una comida mixta, (p=0.05 y p=0.04) . El haplotipo de riesgo les
confiere basalmente una mayor concentracion de triglicéridos rs58811869, OR5.7
(IC 95% 2.5-12.5) p= 0.0000166,rs72877186, OR6.17 (IC95%2.7-14.1) p=
0.0000123, rs7593842 OR (1C95%2.7-14.3 ) p=9.8656, que se traduce también en
mayor lipemia postprandial. En los controles tambien se observa una mayor lipemia
postprandial (p=0.038) y un incremento de apo B 48 solo en la 4% hora con tendencia

a significancia p=0.07 . Los estudios del Dr Nakajima demuestran que en pacientes
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con HTG severa la disminucion de la masa de proteina LPL podria causar un
aumento en los niveles séricos de apo B-48 y por ende remanentes de lipoproteinas.
(85) | se presume que los pacientes con HTGF cursan con disminucion parcial de
masa de LPL como principal mecanismo fisopatologico de la HTG determinada por
Brunzell y cols. . En estudios en modelos murinos seha observado que ratones
knock down para LRPPRC en distintos grados tienen concentraciones elevadas de
trigliceridos sericos ?"), de igual manera, los pacientes con sindrome de Leigh tienen
mayor concentracion de triglicéridos comparado con pacientes controles, en grado
moderado.®!) | estos hallazgos van de la mano con lo que detectamos en los
pacientes.

En los estudios de composicion corporal el indice METS VF®0) que es un subrogado
de adipocidad visceral y estima la grasa visceral con un rendimiento diagnostico
mayor que otros indices, fue significativamente mayor en casos portadores
comparado con los no portadores (p=0.04). En los controles no se observan
diferencias estadisticas. El indice METS VF se calcula con componentes que
incluyen edad, sexo, indice cintura/estatura y el indice METS IR ®) | No se
observaron diferencias estadisticas significativas en grasa visceral y en grasa
troncal entre portadores y no portadores, mediante absorciometria (DXA) que es el
metodo estandar de oro, sin embargo, se observa un mayor porcentaje de grasa
entre los que portan el haplotipo de riesgo. Se desconoce una asociacion directa
del gen LRPPRC con el tejido adiposo blanco visceral, se sabe que la disminucion
de la expresion de LRPPRC en tejido adiposo pardo promueve un patron
antitermogénico, originando un fenotipo de almacenamiento, este es el unico

acercamiento sobre el efecto de Irpprc sobre su efecto en tejido adiposo que se
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conoce hasta el momento y pudiera tener el mismo efecto en tejido adiposo
visceral®®), aunque su expresidén predominantemente es en tejido pardo, acoplado
con los coactivadores PGC-1 donde ambos son importantes reguladores del
metabolismo oxidativo, necesarios para la gluconeogénesis hepatica y para el
desarrollo de los adipocitos pardos funcionales .8

Se evidencié también una mayor cuantificacion de grasa intrahepatica mediante
elastografia transitoria que es método sensible para detectar y cuantificar la
cantidad de grasa intrahepatica, si bien el gold estandar es la biopsia hepatica, se
decidio utilizar este método por ser no invasivo, rapido, de facil acceso,
evidenciando a un numero mayor de portadores con niveles elevados de esteatosis
hepatica p<0.001. Se sabe que Irppc a traves de disfuncion mitocondrial, alteracion
de beta oxidacion mitocondrial , en peroxisomas y hepatica a traves de acumulacion
de acilcarnitinas de cadena muy larga, larga y media, cambios en la composicion de
lipidos de las membranas mitocondriales, mecanismos a traves de los cuales
ocasiona acumulacion de ftrigliceridos en hepatocitos y esteatosis hepatica
microvesicular observada con mucha frecuencia en pacientes con alteraciones en
LRPPRC®0)-

En las biopsias de tejido adiposo subcutaneo se observa un area y tamafo mayor
de adipocitos en portadores casos y controles comparados con no portadores y que
adicionalmente tambien presentan un mayor infiltrado inflamatorio con macrofagos
tipo 1(Fig 4) . Aun en el analisis histologico realizado en sujetos con un IMC < 25
kg/m2SC se observa esta diferencia en el tamafio. La proporcién del total de
adipocitos representados por células grasas de mayor tamafio (> percentil 95) fue

cinco veces mayor en portadores comparado con no portadores. Como se
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menciono anteriormente el efecto de LRPPRC sobre tejido adiposo blanco se
desconoce , los reportes son sobre tejido adiposo pardo , donde su subexpresion
hace virar el fenotipo termogenico por un fenotipo de almacenamiento ocasionando
mayor predisposicion a sindrome metabolico(®

Los portadores entonces en general tienen un perfil mas deletéreo con mayor
lipotoxicidad, mayor lipemia postprandial que se sabe esta intimamente relacionada
con aterosclerosis, determinada por aumento en las concentraciones de apo B 48,
que es un marcador de acumulo de remanentes de quilomicrones y de VLDL tanto
hepaticas como intestinales que contribuyen a la carga aterogénica .

En los parametros de objetivos secundarios estudiados :

Respecto a los estudios que evaluan riesgo cardiovascular : No se encontraron
diferencias en la velocidad de onde de pulso ni en el valor de augmentacion aortica,
ni en el valor de la intima media carotidea global. Unicamente en los casos
portadores se observo un valor mayor de IMC maxima p=0.053 , este mismo grupo
con un mayor porcentaje de placas de ateroma pero sin significancia estadistica. En
los controles se observa la misma tendencia sin encontrar diferencias estadisticas.
No se observaron diferencias en el consumo de oxigeno y parametros relacionados
con respiracion mitocondrial tanto en casos como en controles. Existe evidencia
fenomenos de resistencia a insulina se asocian a lipotoxicidad y uno de los
mecanismo propuestos es la disfuncion mitocondrial ®*)quisimos observar si los
portadores de esta variante que interviene directamente en procesos de
fosforilacion oxidativa y homeostasis mitocondrial pudiera estar afectada, sin
embargo se evaluaron pocos pacientes ( n=20) y no detectamos alteraciones

significativas . En cuanto a composicidn de lipoproteinas evaludas mediante
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Liposcale (®59) no esperamos diferencias sustanciales dadas por el haplotipo hasta
el momento se desconoce su implicacion directa sobre el metabolismo de la LPL o
lipasa endotelial ( EL).

Finalmente, de forma interesante se observa menor masa de LPL ®"%)en los 14
casos portadores con menor masa de gphipb1 y apoa5 como es esperable en
sujetos con HTG severa con una concentracion de anticuerpos elevada sin embargo
sin significancia probablemente también por la falta de poder secundaria al numero

pequefo de muestra.

XV. CONCLUSIONES

1) Se identifico por primera vez mediante analisis de exomas variantes alélicas
localizadas en el gen LRPPRC asociadas con el metabolismo de triglicéridos con
tamafio de efecto variable. En sujetos con HTG familiar las variantes rs7593842,
rs72877186 y rs58811869 confieren un OR 6.2 ( 2.7-14.3) p de 9.86 % de
tener HTG severa ( TG > 500mg/dL).

2) Los sujetos casos portadores tienen un valor mayor de METS VF que es un
subrogado de grasa visceral.

3) Tanto con casos como los controles portadores tienen un area y tamafo mayor
de adipocitos.

4) Los sujetos portadores del haplotipo de riesgo ‘presentan una concentracion
mayor de apolipoproteina B 48 y una mayor lipemia posprandial con que conlleva

a mayor lipotoxicidad y riesgo cardiovascular
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5) Los sujetos portadores del haplotipo de riesgo de igual acumulan mayor grasa
intrahepatica

6) No se observan diferencias aun en sensibilidad a insulina, esta pendiente
finalizar el reclutamiento del total de los sujetos de estudio.

7) Los sujetos portadores del haplotipo de riesgo tienden a tener menor masa de
lipasa lipoproteica (LPL) sin embargo esta pendiente confirmar con el resto de
los sujetos ya que se analizé solo un numero muy pequeio de sujetos

8) No hay diferencias en la composicion ni numero de particulas entre portadores
y no portadores sin embargo los casos y controles portadores tienen a tener

mayor cantidad de particulas VLDL de mayor tamafio.
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ANEXOS

1.Consentimiento informado
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N7 £ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
N ParTiciPACION DEL GEN LRPPRC EN LA HIPERTRIGLICERIDEMIA SEVERA!
2% ESTUDIO DE LOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS SUBYACENTES
S aciouar ot Marzo 2018, VERsION 3

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Investigador principal: Dra. Ivette Cruz Bautista

Direccion del investigador: Vasco de Quiroga 15 col. Seccion XVI Tlalpan CP 14080.

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24 horas): movil:
5539550154: oficina 54870900 ext. 6322

Investigadores participantes: Dr. Carlos A. Aguilar Salinas, Dra. Teresa Tusié Luna, Dra.
Hortensia Moreno, Dra. Alicia Chagoya, Dra. Claudia J Bautista C., Dra. Paloma Almeda Valdés,
Dra. Roopa Mehta, Dr. Alexandro Martagon Rosado.

Nombre del patrocinador del estudio: Unidad de Investigacion de Enfermedades Metabdlicas.
Departamento de Biologia Molecular.

Direccion del patrocinador: MISMO

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: VERSION 3, marzo de 2018.

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacion a participar en un estudio de investigacion del Instituto. Por favor,
tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre
cualquier duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no
como sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los
beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presion y usted tendra todo el tiempo que
requiera para pensar, solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta
Ipatticipar. Cualquiera que sea su decision no tendra efecto alguno sobre su atencion médica en el
nstituto.

Con el fin de tomar una decision verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion,
la cual podra comentar quien usted quiera, por ejemplo un familiar, su médico tratante, el investigador
principal de este estudio o con algin miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y
entendida esta informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Matenia de Investigacion para la Salud, la Declaracion de Helsinki, y a las Buenas
Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

I La justificacion y los objetivos de la investigacion.

Il Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la identificacion de qué son
procedimientos experimentales.

Il Los riesgos o molestias previstos.

Los beneficios que se pueden observar.

Los procedimientos altemativos que pudieran ser ventajosos para usted

Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los

procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el

tratamiento de la matena.

VIl.  Lalibertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar
en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento en el Instituto.

VIIl.  La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la

s<%
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confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada que pueda ser
obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicion para continuar con
su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente fiene derecho,
en el caso de que ocurran dafos causados directamente por la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decision final en
los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), a través del grupo
de investigacion, le invitan a participar como sujeto de investigacion en este estudio que tiene como
objetivo: conocer los mecanismos mediante los cuales el gen LRPPRC se asocia a hipertrigliceridemia
severa (niveles de ftriglicéridos en sangre amiba de 1000 mg/dl), a través de diversos estudios. La
duracion fotal del estudio es de 6 visitas en el lapso de un mes (se agendaran las fechas de las visitas
segun su conveniencia y disponibilidad).

Su participacion en el estudio tendra una duracion vanable por visita, dependera del tipo de estudio
para el cual usted acuda. El estudio mas largo sera el de la evaluacion de la produccion de lipoproteinas
(grasas) por el higado con duracion de 12 horas seguido del estudio de lipemia postprandial (nivel de
triglicéridos después de comer una comida) con duracion de 8 horas.

El nimero aproximado de participantes sera: 25. Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las
siguientes caracteristicas:

1. Se le han detectado niveles de triglicéridos en sangre de mas de 1000 mg/dl al menos en una
ocasion.

2. Tiene tnglicéridos debajo de 150 mg/dl

3. Puede ser portador o no portador del haplotipo de riesgo del gen LRPPRC

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En este estudio no sera aplicado ningun tratamiento experimental por lo que usted no sera asignado
al azar a algin grupo de estudio.

Los procedimientos del estudio incluyen la realizacion de:

1) Aplicacion de un cuestionario estandanzado con duracion de 15 min. En él se le solicitaran datos
como edad, sexo, antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, pancreatitis,
diabetes, elevacion de colesterol y/o triglicéridos, enfermedades que padezca, medicamentos
que esté tomando y dosis de los mismos

2) Medicion de peso, talla, cintura, cadera y presion artenal

3) Se le pedira seguir su dieta habitual antes de iniciar los estudios.

4) Se le pedira que mantenga su actividad fisica habitual.

5) Se le pedira que llene un registro de su dieta y cuestionario que mide actividad fisica cuatro
semanas después.

6) Visita 1. Se le citara con un ayuno de 12 h, debera acudir al sanitario antes de iniciar el estudio,
Se tomaran muestras de sangre: quimica sanguinea (para evaluar sus niveles de azicar en
sangre y funcion renal), perfil de lipidos (para evaluar la cantidad de grasas presentes en la
sangre como el colesterol y triglicéridos), hemoglobina glucosilada (para saber en caso de que
usted padezca diabetes como esta su control de la enfermedad), nivel de insulina (que valora
el funcionamiento de su pancreas). Se guardara suero de la toma inicial de sangre para medir
niveles de ofras proteinas en sangre que participan en el metabolismo de las grasas en el
cuerpo (colesterol, tnglicéridos). En esta misma visita se realizara una prueba de tolerancia a la
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4)

5)

su pancreas). Se guardara suero de la toma inicial de sangre para medir niveles de otras
proteinas en sangre que participan en el metabolismo de las grasas en el cuerpo (colesterol,
triglicéridos). En esta misma visita se realizara una prueba de tolerancia a la glucosa por via
intravenosa para saber el grado de funcionamiento de su pancreas (6érgano que produce la
insulina). Se le colocaran 2 catéteres (uno en cada antebrazo). En un brazo tomaremos
muestras de sangre y en el otro se le administrara glucosa, se le tomaran muestras en el
minuto -10, -5, 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 14, 16, 19, 20 (en el minuto 20 se aplicara una dosis
baja de insulina rapida calculada de acuerdo a su peso) 22, 24, 25, 27, 30, 40, 50, 60, 70,
90, 100, 120, 140, 160,180 para medir sus niveles de glucosa (azucar) e insulina en
algunos. La cantidad de sangre total sera de 219 ml (22 cucharadas soperas).

D) En esta misma visita, se realizara un estudio llamado absorciometria dual de rayos X (DXA).
Con este estudio conoceremos la cantidad de grasa de su cuerpo en total y la que esta en
el abdomen (visceral). Se le pedira llegar con ropa ligera y cémoda (por ejemplo pants), que
no se marquen los resortes, no debera haberse realizado ningun estudio con medio de
contraste 7 dias antes, no estar embarazada, no portar aretes, o piercings, anillos, pulseras
o collares (nada de metal), tener ayuno de 4hrs, debera pasar al bafio antes del estudio. El
estudio durara aproximadamente 40 minutos. Se retirara los zapatos, se acostara de
espalda o boca arriba en una cama acojinada en una posiciéon comoda por unos minutos,
mientras que el brazo del aparato le va tomando fotografias a todo lo largo de su cuerpo.
NO se debera mover durante el estudio. La radiacion que recibira su cuerpo es minima, es
mucho menor que una radiografia, es igual a un dia de sol estando en el exterior.

E) En esta misma visita se realizara un ultrasonido doppler (que mide el flujo de sangre en sus
arterias y si hay algun contenido de grasa depositado) en el cuello

F) En esta misma visita se le realizara la medicion de grasa en su higado , este estudio se
identificara la cantidad de grasa y fibrosis en el higado.La fibrosis hepatica es la acumulacién
de tejido cicatrizal, resultado de la inflamacion del higado. Se produce en la mayoria de las
enfermedades crénicas del higado. Para la deteccién de la grasa hepatica y fibrosis se le
realizara un estudio que evalua la elasticidad o rigidez del higado llamado elastografia
transitoria (Fibroscan). El Fibroscan funciona de manera similar a un aparato de ultrasonido.
Esta prueba se realiza en la consulta externa. Usted debera acudir con ayuno de cuarto
horas. Las mediciones se realizan en el lado derecho del higado; se apoyara la sonda sobre
la piel entre las costillas y se realizaran 10 mediciones en el mismo punto sin que esto
produzca molestias.

En la visita 2 acudira a realizarse un estudio llamado curva de lipemia postprandial (después de
alimentos). Mediremos su nivel de friglicéridos (grasas en sangre) después de darle una comida
proporcionada por nosotros que debera ingerir en 20 minutos. La comida consistira en una
hamburguesa con queso, con mayonesa, papas fritas y leche entera. La duracion de este
estudio sera de 8 horas, permanecera en la Unidad de Investigacion de Enfermedades
Metabdlicas (UIEM). Se le tomaran muestras en los tiempos 0, 3, 4, 6 y 8 horas posteriores a la
ingesta de la comida mixta. La cantidad de sangre tomada sera de 30 ml, es decir, el equivalente
a 3 cucharadas soperas)

En la visita 3 se realizaran una biopsia de grasa subcutanea alrededor del ombligo y/o de
musculo (del muslo derecho o izquierdo). Debera presentarse con ayuno de 4 horas en la UIEM.
El procedimiento tendra duracién de 15 minutos. Un cirujano endocrinélogo sera el encargado
de realizar las biopsias. Se recostara en la mesa quirurgica, se le aplicara anestesia local
alrededor de su ombligo y se realizara una pequefia incisién de 1-2 cm de largo para extraer
aproximadamente 2 gramos de tejido graso. La herida sera cerrada usando pocos puntos de
sutura. El mismo procedimiento se realizara en la parte anterior del muslo para obtener un
fragmento de musculo. La cantidad de tejido que se obtendra no representa riesgos para su
salud, permanecera la herida del muslo vendada por 48 h. Las muestras seran usadas para
extraer RNA (material genético). Las biopsias se congelaran para analizarlas posteriormente,
seran identificadas con un codigo con el fin de mantener su identidad confidencial. Se le
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solicitara que acuda para revisar su herida y retirar los puntos de sutura 8 dias después. Se le
proporcionaran los numeros celulares de los investigadores para cualquier problema
relacionado con este u ofro estudio y se le proporcionara un analgésico para tomarlo en caso
necesario.

6) En la visita 4 ( subgrupo seleccionado) . Se le podra solicitar ( no a todos los pacientes) que
acuda para toma de muestra adicional con la finalidad de realizar un estudio para evaluar la
funcién respiratoria de sus células encargadas de producir energia ( llamadas mitocondrias) ya
que el gen que se esta estudiando (LRPPRC) puede afectar su correcto funcionamiento. Esto
no tiene una repercusion directa en su salud ya que usted cuenta con mecanismos
compensatorios, los estudios se realizan exclusivamente para fines de investigacion.

7) Visita 5 ( subgrupo seleccionados) . En un subgrupo de pacientes, usted puede ser elegido y se
le podria citar una noche antes para darle una cena estandarizada y al dia siguiente se iniciara
el estudio de infusion de trazadores (sustancias como aminoacidos que son componentes de
proteinas y grasas marcadas) para conocer como su higado produce y elimina las grasas. Se
tomaran 8 muestras de sangre en el transcurso de 12 horas. La cantidad de sangre que se
obtendra es de aproximadamente 150 ml (15 cucharadas soperas). Al final del estudio se le
proporcionara un refrigerio.

8) Entrega de resultados.

Los estudios se completaran 5 sesiones (de acuerdo a la conveniencia y disponibilidad del participante).
Las evaluaciones se programaran en un periodo de 30 dias. La dosis total de sangre obtenida en todos
los procedimientos es de 273 ml (equivalente a la mitad de lo que se obtiene cuando usted dona sangre,
27 cucharadas soperas).

Las intervenciones incluidas en el estudio que son parte de su tratamiento habitual (estandar) requerido
para su condicién son: la medicion de sus niveles de glucosa, perfil de lipidos.

Las responsabilidades de los participantes incluyen: Reportar cambios de domicilio y se si agrego algun
medicamento no consignado en su historia clinica inicial, avisar si se hospitaliza por cualquier causa y
si sera intervenido quirdrgicamente por cualquier causa

Se podra pagar su pasaje ida y vuelta (solo de usted como paciente, no de acompafiantes) en caso de
que usted viva en (Edo de México, Cuernavaca, Toluca), y decida venir en transporte publico.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, sefiala que la
obtencion de muestras biologicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. Los riesgos
de latoma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretén en el sitio de la puncion,
mareo o sensacion de desmayo y raramente puede producirse puncion arterial. El personal que
extraerd la muestra sanguinea estd entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de
complicaciones. Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en
ningin momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos clinicos usted no enfrenta
riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual sera protegida mediante la
codificacion de las muestras y de su informacion.

1. Muestras sanguineas: Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado
ligero o moretdn en el sitio de la puncién, mareo o sensacién de desmayo y raramente puede producirse
puncion arterial. El personal que extraera la muestra sanguinea esta entrenado para ello, lo que
minimizara los riesgos de complicaciones.

2. Las biopsias de grasa subcutanea y de musculo: pueden causar dolor, sangrado e infeccion. El dolor
se minimizara indicandole la toma de una dosis baja de analgésico. Los de infeccién y sangrado son
minimizados utilizando técnica quirurgica estéril por personal calificado. Puede quedar una pequefia
cicatriz en los sitios de la biopsia de 1-2cm aproximadamente.

3. Los estudios radiologicos (DXA y fibroscan) no tienen riesgos inherentes.

BENEFICIOS POTENCIALES
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Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda de
mecanismos fisiopatolégicos sobre la participacion de este gen en la hipertrigliceridemia severa podria
permitir desarrollar nuevos blancos terapéuticos y con esto hacer un tratamiento mas personalizado de
esta enfermedad. Ademas, gracias a su participacion altruista, su comunidad se puede beneficiar
significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta complicacion médica. A todos los
participantes se les instruira sobre la adopcién de un estilo de vida saludable. A los pacientes con
hipertrigliceridemia se ajustara el tratamiento farmacolégico con el fin de alcanzar el mejor control
posible y se daré orientacion nutricional por una nutridloga capacitada.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.

COMPENSACION

Sillegara a presentarse alguna complicaciéon como resultado directo de su participacion en este estudio,
por parte del protocolo le proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, si lo amerita, al
especialista médico que requiera.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacion es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio. En caso de
decidir no participar, usted como derechohabiente del Instituto, seguira recibiendo el tratamiento o
manejo habitual (estandar) para su enfermedad, el cual consiste en tratamiento farmacologico
hipolipemiante (fibratos), tratamiento nutricional.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Los resultados o materiales obtenidos en el estudio seran propiedad del INCMNSZ. Si un producto
comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera propiedad del Instituto o quienes
ellos designen. En tal caso, usted no recibira un beneficio financiero por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos a la Dra. Ivette Cruz Bautista (54870900
ext 6321, 6322 ). Cabe mencionar que la investigacion es un proceso largo y complejo, por tanto, el
obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacién es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su relacién con el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon, Salvador Zubiran (INCMNSZ) o su derecho para
recibir atencion médica o cualquier servicio al que tenga derecho en caso de que usted tenga
expediente en el Instituto. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e
interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su atencion en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran (INCMNSZ). Se le informara a tiempo si nueva
informacion es obtenida que pueda afectar su decision para continuar en el estudio.

El investigador o el patrocinador del estudio puede excluirlo del estudio si presenta otras alteraciones
como son: nivel alto de apolipoproteina B, tiene pancreatitis aguda.

El estudio puede ser terminado en forma prematura si se presentan dificultades econémicas para
mantener operando el estudio.

Los procedimientos que seran necesarios si usted termina su participacion en el estudio son: ninguno.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION
Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio. Las muestras biologicas

obtenidas no contendran ninguna informacién personal y seran codificadas con un numero de serie
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Los resultados de estudios genéticos podrian ser causa de discriminacion para las personas que tengan
alguna anormalidad que los predisponga a una enfermedad. Tomaremos las precauciones y acciones
necesarias para evitar que su informacién sea conocida por terceros que pudieran tomar acciones
discriminatorias contra usted.

Los resultados de los estudios genéticos no seran incluidos en su expediente del Instituto, a menos que
tengan implicaciones para su tratamiento.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péngase en contacto con la Dra.
Ivette Cruz Bautista, Investigadora C, adscrita al Departamento de Endocrinologia y Metabolismo en
el INCMNSZ al teléfono: 54870900 ext. 6322. Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como
participante en el estudio, puede hablar con el Presidente del Comité de Etica en Investigacion del
INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo. Teléfono: 54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo
con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales,
particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi entera
satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas (sangre total, suero, plasma,
tejido adiposo periumbilical) para ser utilizadas en éste estudio. Asi mismo, mi informacién médica y
bioldgica podra ser utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere
colectar informacion adicional o si encuentran informacién relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Haleido y entendido el formato de consentimiento informado, ensu O O
lengua materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O O
estudio?
c.  ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? O O
d. ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenidoel O O
tiempo suficiente para tomar la decision?
e. ¢Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de O O

suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decision y sin que esto afecte su atencion
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?

g. ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun O O
desconocidos, de participar en este estudio?

Participacion del gen LRPPRC en la hipertriglicenidemia severa: estudio de los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes, VERSION 3 01042019

74




si NO
(marque (marque

por por
favor) favor)
h. ¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar O O
en este estudio?
i. ¢ Ha discutido usted otras opciones de tratamiento con el médico O O

participante en el estudio y entiende usted que otras opciones de
tratamiento estan a su disposicion?
j- ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O
legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?
k.  ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del O O
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que usted no siguié
los requerimientos del estudio o si el médico participante en el
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés?

. ¢ Entiende que el estudio puede ser suspendido por el patrocinador O O
del estudio en cualquier momento?
m. ¢Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta O O

Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion del paciente: Yo,
declaro que es mi decision participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi participacion
es voluntaria. Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacion en
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi
participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencion médica
ni en futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos
o beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio. También puedo obtener los
resultados de mis examenes clinicos si asi los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto la Dra. Ivette Cruz Bautista,
responsable del proyecto en el Departamento de Endocrinologia del INCMNSZ teléfono: 54870900 ext.
6322. Si usted tiene preguntas sobre sus derechos como participante en el estudio, problemas,
preocupaciones o preguntas, obtener informacion, y ofrecer informacion que puede hablar con el
Presidente del Comité de Etica de Investigacion de INCMNSZ Dr. Arturo Galindo. Teléfono: 54870900
ext. 6101).

Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por ejemplo, uso de
nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la ciudad donde resido, tan pronto
como sea posible.

He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He
tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi
satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de investigacion clinica
en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo obtener informacién adicional, o bien,
hacer comentarios sobre el desarrollo del estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del
Comité de Etica en Investigacién del INCMNSZ Dr. Arturo Galindo Fraga, teléfono: 54870900. Ext.
6101).
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Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal
Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador

que explicod el documento

Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacioén con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
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Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal
Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador

que explicd el documento

Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
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Ciudad de México, a 27 de noviembre de 2020
Oficio No. Mgontrol-1536/2020
REG. CONBIOETICA-09-CEI-011-20160627

DRA. IVETTE CRUZ BAUTISTA
INVESTIGADORA PRINCIPAL

UNIDAD DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES METABOLICAS

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN
AV. VASCO DE QUIROGA No. 15

COL. BELISARIO DOMINGUEZ SECCION XVI

DEL. TLALPAN, CIUDAD DE MEXICO, C.P. 14080

PRESENTE

En respuesta a su atenta del pasado 03 de noviembre, en relacién al Protocolo de Investigacion Clinica,
titulado:

“PARTICIPACION DEL GEN LRPPRC EN LA HIPERTRIGLICERIDEMIA SEVERA: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS
FISIOPATOLOGICOS SUBYACENTES”
REF. 2050
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Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal
Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador

que explicd el documento

Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
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