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RESUMEN 

 

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales causas de muerte en México. Estudios 

epidemiológicos en distintas poblaciones y en modelos animales han demostrado que la presencia de 

niveles bajos de lipoproteínas de alta densidad (HDL; high density lipoproteins) es un factor de riesgo 

para desarrollar ECV. En la mayoría de las familias la concentración de colesterol HDL (C-HDL) se 

comporta como un rasgo poligénico y su heredabilidad se estima entre el 50-70%. Los genes asociados 

con la modulación de los niveles séricos de estas lipoproteínas son en su mayoría aquellos que 

participan en el transporte reverso del colesterol. Uno de estos genes es el de la lipasa hepática (LIPC), 

la enzima codificada por este gen (LH) se encarga de hidrolizar los fosfolípidos y triglicéridos de las 

HDL2. En el humano y en modelos animales se ha observado que existe una relación inversa entre la 

actividad sérica de esta enzima y los niveles de C-HDL.  

 

Otra de las patologías que puede contribuir al desarrollo de la ECV es la diabetes tipo 2 (DT2), que al 

igual que las anormalidades lipídicas también tiene una alta prevalencia en nuestra población  

 

En una primera instancia identificamos variantes en la región regulatoria y dentro de la secuencia 

codificante del gen LIPC en sujetos de la población mexicana. Se identificaron 5 variantes con una 

baja frecuencia en la población general y una variante común de promotor (–514 C>T). De las 5 

variantes de baja frecuencia 3 de ellas se encuentran en la secuencia codificante (R135C S289F y 

Q355R) y 2 en el promotor (-480 C>T y -592 G>A).  

 

El objetivo general de este trabajo fue realizar una caracterización funcional de estas 6 variantes. Se 

realizaron estudios tanto in silico como in vitro de estas variantes. También se realizó una 

caracterización parcial de los efectos in vivo de las mismas. 

 

Adicionalmente, en un análisis de mediación en 2105 sujetos se determinó que la variante -514 C>T se 

relaciona con niveles elevados de C-HDL y riesgo bajo de desarrollar diabetes tipo 2 (DT2). 

Demostramos que el efecto de esta variante sobre el riesgo de desarrollar DT2 es indirecto ya que los 

niveles elevados de colesterol HDL son la variable mediadora a través de la cual la variante genética -

514 C>T ejerce sus efectos para disminuir el riesgo de desarrollar DT2. Mediante ensayos de 

movilidad electroforética se pudo determinar que el alelo menor de las variantes -480 C>T y -592 G>A 
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disminuyen la unión de proteínas nucleares. Adicionalmente, a través de ensayos de gen reportero se 

evidenció que las variantes de promotor -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A disminuyen la expresión del 

gen LIPC de manera importante. 

 

Por otro lado, mostramos que las variantes no sinónimas R135C, S289F y Q355R disminuyen el 

contenido de proteína LH intracelular así como la secreción de la misma. La variante S289F, ya se 

había reportado anteriormente en una familia con deficiencia en lipasa hepática; mientras que las otras 

dos variantes no habían sido caracterizadas. Adicionalmente, la variante R135C no ha sido identificada 

en otras poblaciones por lo que podría tratarse de una variante exclusiva de poblaciones de origen 

amerindio. La variante Q355R se comporta como una mutación de alta penetrancia que aumenta los 

niveles de C-HDL. 

 

Como perspectivas de este trabajo se plantea realizar una caracterización de las 5 variantes de baja 

frecuencia midiendo la actividad enzimática de la LH en el suero de los portadores así como la 

estimación de parámetros cinéticos de las proteínas mutadas LH R135C, LH S289F y LH Q355R. 
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1. Antecedentes 

 

La cardiopatía isquémica por aterosclerosis de las arterias coronarias es la primera causa de muerte en 

México [INEGI, 2021]. Estudios epidemiológicos en distintas poblaciones, así como en modelos 

animales han mostrado que existe una relación inversa entre los niveles plasmáticos de colesterol de 

lipoproteínas de alta densidad (C-HDL) y el riesgo de desarrollar cardiopatía isquémica [Gordon y 

cols., 1989a; Gordon y cols., 1989b; Duverger y cols., 1996; Genest y cols., 1999; Benoit y cols., 

1999; Grundy y cols., 1999; von Eckardstein y cols., 2001].  

 

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 2006 reveló que la 

hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 35 mg/dl)  es una de las anormalidades lipídicas más frecuentes y 

persistentes en población mexicana con una prevalencia del 63% [Aguilar y cols., 2001; Villalpando y 

cols., 2010]. Por lo tanto, a nivel mundial México encabeza la lista de los países con la prevalencia 

más elevada para esta alteración lipídica [Mahley y cols., 1995; Bhopal y cols., 1999].  

 

Otra de las patologías que puede contribuir al desarrollo de la ECV es la diabetes tipo 2 (DT2), que al 

igual que las anormalidades lipídicas también tiene una alta prevalencia en nuestra población (10,3%) 

[ENSANUT, 2018]. En pacientes con alguna alteración metabólica la prevalencia de esta enfermedad 

puede ser mayor; tal es el caso de pacientes con obesidad central donde la prevalencia se eleva hasta 

un 18.9% [Villalpando y cols., 2010]. 

 

En algunos pacientes con DT2 se puede presentar alguna dislipidemia como una comorbilidad. Las 

anormalidades lipídicas más frecuentes que coexisten en pacientes con DT2 son  niveles bajos de C-

HDL y niveles elevados de triglicéridos (hipertrigliceridemia); por lo cual estos pacientes tienen un 

alto riesgo de presentar cardiopatía isquémica. Como en cualquier otro conjunto de rasgos complejos 

es difícil identificar de entre las dislipidemias y la DT2 cuál es la condición o causa preexistente y cuál 

se presenta de manera secundaria. De esta forma, en algunos pacientes la DT2 será la causa primaria y 

la dislipidemia se desarrollará como complicación secundaria, mientras que en otros individuos, las 

dislipidemias serán la condición primaria que desencadenará la alteración en la homeostasis de glucosa 

[Mykkänen y cols., 1993; Wilson y cols., 2007; Abbasi y cols., 2013]. A este respecto, mediante 

estudios prospectivos se ha podido evidenciar que los niveles bajos de C-HDL son un factor de riesgo 
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importante para el desarrollo de DT2 [Mykkänen y cols., 1993; Wilson y cols., 2007]; en contraste los 

niveles elevados de C-HDL son un factor de protección independiente para el desarrollo de esta 

patología [Abbasi y cols., 2013]. 

 

La heredabilidad del C-HDL se ha estimado entre 50-70% [Whitfield y cols., 1983; Heller y cols., 

1993] y en la mayoría de las familias los niveles de C-HDL son un rasgo poligénico. Los principales 

genes asociados con la modulación de los niveles séricos de estas lipoproteínas son principalmente los 

genes que participan en el transporte reverso del colesterol [Fielding y cols., 1995; Tall y cols., 2001; 

Cohen y cols., 2004].  

 

Uno de estos genes es el gen de la lipasa hepática (LIPC). La enzima codificada por este gen (LH) se 

encarga de hidrolizar los fosfolípidos y triglicéridos de las HDL, las lipoproteínas de densidad 

intermedia y las lipoproteínas de baja densidad (LDL) [Jensen y cols., 1982; Kinnunen y cols., 1984].  

En particular en el caso de las HDL la hidrólisis mediada por la LH permite la transformación de 

HDL2 (ricas en lípidos) a HDL3 (partículas densas y pequeñas). La LH independientemente de su 

función enzimática favorece además la captación del C-HDL mediada por el receptor basurero B1 

(SR-B1) [Lambert y cols., 1999]. 

 

De acuerdo a estudios en modelos animales y en humanos se ha observado que la actividad de la LH 

guarda una relación inversa con los niveles de C-HDL [Mezdour y cols; 1997; Isaacs y cols., 2004].  

 

En un análisis inicial en individuos de población mexicana, secuenciamos el promotor del gen LIPC 

así como sus 9 exones, esto con el propósito de identificar variantes que tuvieran un efecto funcional 

importante. Para este análisis se incluyeron dos grupos: 30 individuos con hipoalfalipoproteinemia 

severa (C-HDL< percentila 10) y 30 individuos con hiperalfalipoproteinemia (C-HDL > percentila 90). 

Estos sujetos fueron seleccionados con estrictos criterios de exclusión que incluyeron factores 

ambientales que pudieran modificar los niveles de C-HDL tales como tabaquismo y alcoholismo, 

niveles elevados de triglicéridos, diabetes, enfermedad tiroidea, disfunción renal y uso de esteroides así 

como hepatopatías. Bajo estas consideraciones, las variantes identificadas exclusivamente en uno de 

los dos grupos es posible que tengan un efecto importante sobre los niveles de expresión o la actividad 

de la enzima, de tal manera que esto se vea reflejado en los niveles de C-HDL [Guerra-García, 2008].  
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Como resultado de esta secuenciación se identificaron 2 variantes del promotor y 3 variantes de la 

secuencia codificante del gen LIPC que fueron exclusivas de alguno de los dos grupos, también se 

pudo observar además que la variante común -514 C>T (rs1800588) está presente en población 

mexicana con una frecuencia mayor al 40%  [Guerra-García, 2008].  

 

Existe evidencia de que algunas variantes del gen LIPC incluida la variante -514 C>T, además de 

relacionarse con niveles elevados de C-HDL y una disminución de la actividad de la enzima LH en el 

suero de los pacientes [Isaacs y cols., 2004], también se asocian con dislipidemias y sus 

comorbilidades, tales como: niveles séricos de colesterol total [Hoffer y cols., 2000], el índice 

LDL/HDL [Zambon y cols., 2000; Knoblauch y cols., 2004], la diabetes [Todorova y cols., 2004], la 

obesidad central [Carr y cols., 1999], la resistencia a la insulina y el síndrome metabólico (Sx 

metabólico) [Teran y cols., 2005]. Por lo tanto en este estudio se evaluó el papel de estas 5 variantes 

identificadas y su relación con algunos de estos fenotipos.  

 

 

 

2. Introducción 

 

2.1 La estructura de las lipoproteínas HDL 

Las HDL, como el resto de las lipoproteínas son complejos macromoleculares, seudomicelares 

constituidos principalmente por lípidos anfipáticos (fosfolípidos y colesterol libre), lípidos no polares 

(triglicéridos y ésteres de colesterol) y proteínas llamadas apolipoproteínas. Los lípidos anfipáticos se 

organizan formando una monocapa en la superficie del complejo, presentando sus grupos polares hacia 

el medio acuoso (Figura 1) [Edelstein y cols., 1979].  

 

La estabilidad de esta monocapa de lípidos está garantizada en términos fisicoquímicos, ya que las 

apolipoproteínas pueden asociarse a ella gracias a la presencia de hélices alfa conformadas por 

secuencias que alternan aminoácidos polares e hidrofóbicos [Gotto y cols., 1986]. Los lípidos no 

polares son insolubles en el medio acuoso como el plasma; en consecuencia se sitúan en el núcleo de la 

partícula también conocido como “core” evitando de esta manera las interacciones con grupos polares 

que serían fisicoquímicamente desfavorables [Edelstein y cols., 1979]. 



4 

 

 

 

Figura 1. Estructura básica  y composición de las HDL. Modificado de http://wichita.kumc.edu/edtech/medill.html. 

 

Las HDL tienen un diámetro de 70-100Å y una masa que va de los 200, 000 a 400,000 daltones. Estas 

partículas tienen una densidad entre 1.063 a 1.21 g/ml; mediante ultracentrifugación analítica pueden 

separarse en partículas ligeras y partículas pesadas llamadas HDL2 y HDL3, respectivamente. Las 

primeras tienen una densidad entre 1.063 a 1.12 g/ml mientras que las últimas se encuentran en el 

rango de 1.13 a 1.21 g/ml. Las HDL2 son relativamente más abundantes en lípidos y con una menor 

cantidad de proteínas comparadas con las HDL3. La densidad de estas partículas se relaciona 

inversamente con su tamaño, el cual, es el reflejo del contenido relativo de lípidos del “core” y las 

proteínas de superficie [Scriver y cols., 2001]. 

 

Las HDL tienen en promedio una relación 1:1 de lípidos y proteínas; el 32% de la composición de 

lípidos son ésteres de colesterol, el 5% es colesterol libre, el 55% son fosfolípidos y el 8% son 

triglicéridos. La parte proteica consiste principalmente de la apolipoproteína A-I (ApoA-I, 70%), y 

ApoA-II (20%) [Scriver y cols., 2001].  

 

En una menor proporción las HDL además contienen una variedad de proteínas que incluyen las 

apolipoproteínas ApoA-IV, ApoC-I, ApoC-II, apoD, ApoE, ApoL-I, ApoM, y enzimas como la LCAT 

(Lecitin colesterol aciltransferasa), PON1 (paraoxonasa 1) y PAF-AH/Lp-PLA2 (Acetil hidrolasa del 
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factor activador de plaquetas o Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteínas). Algunas de las 

apolipoproteínas son cofactores de enzimas hidrolasas que “remodelan” las HDL y algunas otras 

pueden ser ligandos que median la captación de las HDL por el hígado. Las enzimas LCAT, PON1 y 

PAF-AH/Lp-PLA2 le confieren a las HDL propiedades antioxidantes y en especial la PAF-AH/Lp-

PLA2 les confiere propiedades antitrombóticas; ya que estando unidas a la superficie de las HDL 

catalizan reacciones en las que moléculas pro-oxidantes o pro-trombóticas son escindidas e inactivadas 

[Lewis y Rader, 2005; Ansell., 2005]. 

 

Las partículas HDL que únicamente contienen ApoA-I como constituyente proteico, poseen 4 cadenas 

polipeptídicas ApoA-I y son ligeras (HDL2); por su parte aquellas partículas que contienen tanto 

ApoA-I como ApoA-II contienen dos copias de cada una de estas apolipoproteínas y son más densas y 

pequeñas (HDL3). Las partículas HDL enriquecidas de ApoE contienen principalmente esta 

apolipoproteína y su densidad es menor que la de las HDL2. Existen también las HDL pre-β1 que a 

diferencia de las HDL2 y HDL3 tienen un bajo contenido en lípidos y una densidad aproximada de 1.28 

g/ml. El corrimiento electroforético de las lipoproteínas séricas muestra que las HDL2 y HDL3  son las 

que más logran separarse del origen (punto de carga en el gel donde se depositan las muestras para 

someterlas a una corriente eléctrica). Por este motivo a las HDL también se las conoce α-lipoproteínas. 

[Scriver y cols., 2001]. 

 

 

2.2 Estructura y función de la proteína LH 

La LH es una enzima lipolítica extracelular, sintetizada en las células parenquimales del hígado que se 

localiza principalmente unida a los proteoglucanos de heparán sulfato en la superficie de los capilares 

sinusoidales y en la superficie externa de las microvellosidades de las células parenquimales en el 

espacio de Disse [Doolittle y cols., 1987; Sanan y cols., 1997]. La LH tiene actividad de fosfolipasa 

A1 y triacilglicerol hidrolasa; se encarga de la hidrólisis de tri, di, monoglicéridos, tioésteres de acil-

CoA y fosfolípidos [Kuusi y cols., 1980, 1982; Jensen y cols., 1982; Jackson, 1983]. Además de su 

actividad enzimática la LH juega un papel muy importante en el transporte de lípidos plasmáticos 

[Applebaum, 1995]. 
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Esta enzima hidroliza los triglicéridos y fosfolípidos de las lipoproteínas IDL, LDL y HDL. En el caso 

particular de las HDL, la hidrólisis mediada por la LH permite la transformación de HDL2 a HDL3 

[Rao y cols., 1982; Kinnunen, 1984]. La disminución de los fosfolípidos en la superficie de las HDL 

limita su capacidad para contener colesterol; es por eso que se ha observado que la actividad de la LH 

guarda una relación inversa con los niveles de colesterol HDL tanto en humanos como en modelos 

animales [Kuusi y cols., 1987; Isaacs y cols., 2004]. 

 

En el ratón transgénico que sobreexpresa la LH humana, el colesterol HDL disminuye [Dichek y cols., 

1998]. Por el contrario, en el ratón deficiente tanto de ApoE como de LH, las HDL aumentan 

[Mezdour y cols; 1997]. Los pacientes con deficiencia de LH familiar presentan niveles elevados de 

HDL2 en plasma, llevando a hiper-α-trigliceridemia [Breckenridge y cols., 1982; Carlson y cols., 1986; 

Little y Connelly, 1986].  

 

Además, estudios in vivo e in vitro sugieren que la LH está relacionada con la captación de 

fosfolípidos y colesterol por el hígado [Jansen y cols., 1980; Bamberger y cols., 1983]. A este respecto, 

la LH funciona como una proteína adaptadora en la captación del colesterol HDL mediada por el 

receptor SR-B1 [Lambert y cols., 1999]. 

 

Aunque no se conocen exactamente los aminoácidos del sitio activo se ha postulado en la base de 

datos ProRule cuales podrían ser los residuos necesarios para la actividad enzimática de la LH. Esta 

base de datos contiene información funcional y estructural de proteínas y se considera que la triada 

catalítica de la LH podría consistir de los residuos: 168 correspondiente a una serina (S), 194 

correspondiente al ácido aspártico (D) y 279 correspondiente a una Histidina (H) [Sigrist y cols., 

2005]. Esta tríada Ácido-Base-Nucleófilo (D-H-S) es un motivo común presente en varias hidrolasas y 

transferasas (proteasas, amidasas, esterasas, acilasas, lipasas y β-lactamasas) [Dodson y cols., 1998; 

Buller y cols., 2013].   

 

Este motivo es necesario para la generación de un residuo nucleofílico y de esta manera llevar a cabo 

una catálisis covalente. Estos tres residuos forman una red de transferencia de carga que polariza y 

activa el residuo nucleofílico, que a su vez realiza un ataque al sustrato formando un intermedio 
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covalente enzima-sustrato que luego se hidroliza para liberar la enzima nuevamente [Dodson y cols., 

1998; Buller y cols., 2013].  

 

En la figura 2 se observa la estructura primaria de la LH donde se representaron los residuos de la 

triada catalítica en azul, así como los aminoácidos donde se identificaron las mutaciones que se 

estudiaron en este proyecto. En verde además se presentan residuos que de acuerdo a estudios y 

técnicas de secuenciación masiva de proteínas podrían estar Glucosilados (N-Glicosilación) [The 

UniProt Consortium, 2019].  

 

Figura. Estructura primaria de la lipasa hepática 

 
Figura 2. Se observa en amarillo los 22 aminoácidos del péptido señal y en azul los que pudieran ser los residuos de la 

triada catalítica de acuerdo a la base ProRule. En rojo se observan también los residuos donde se identificaron las 

mutaciones de este estudio, y en verde los residuos que podrían sufrir modificación postraduccional. 

 

 

Obtener la estructura tridimensional de esta proteína ha sido complicado y aunque las técnicas han 

mejorado con el tiempo, hasta hoy en día no se conoce la estructura tridimensional exacta de la 

proteína LH humana. Esto debido probablemente a que como ocurre con otras proteínas que 

interaccionan con lípidos la cristalización en medios acuosos para la obtención de radiografías de rayos 

X se complica. Lo que por ahora no se ha logrado con técnicas experimentales de proteómica y la 

biofísica se ha tratado de suplir con técnicas in silico. En este punto gracias a técnicas bioinformáticas 

de modelado por homología se ha logrado obtener estructuras tridimensionales de la proteína LH que 
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se basan en estructuras reales que tienen una muy buena resolución y una alta similitud con la proteína 

LH [The UniProt Consortium, 2019]. 

 

En la figura 3 se muestra la estructura tridimensional probable de la proteína LH publicada el sitio 

UniProt [The UniProt Consortium, 2019]. De acuerdo con este sitio existe un dominio PLAT que se 

encuentra muy conservado dentro de las familias de proteínas que se asocian a lípidos o a la membrana 

plasmática y que en la proteína LH abarca los residuos del 352 al 486. Además, experimentalmente se 

ha identificado que los residuos 254 al 277 son importantes para la especificidad del sustrato [Dugi y 

cols., 1995], en la figura representada forman un loop conformado por dos pequeñas hélices alfa.  

 

Figura. Estructura tridimensional probable de la lipasa hepática 

 
Figura 3. Se observan enmarcados el dominio PLAT y la región que se encarga de la especificidad del sustrato así como el 

sitio catalítico en un pequeño círculo rojo que se amplifica para mostrar el detalle de la triada catalítica. 

 

 

2.3 Estructura del gen LIPC 

En el humano, el gen LIPC consta de 9 exones y 8 intrones y se localiza en el cromosoma 15 (q15–

q22). Se han identificado dos sitios de inicio de la transcripción, uno localizado a 42 nucleótidos y otro 

a 55/56 nucleótidos del inicio de la traducción [Ameis y cols., 1990; Perret y cols., 2002]. El exón 1 

posee los dominios E2, E3 y E4, que son elementos regulatorios negativos [Perret y cols., 2002]. 
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Adicionalmente, en la secuencia 5’ no transcrita se localizan elementos de respuesta para distintos 

factores de transcripción. Entre los factores de transcripción que regulan negativamente la expresión 

del gen se encuentran  el REα, el AP-1, el FXR y el ARP-1 [Sensel y cols., 1990; Hadzopoulou y 

Cardot, 1993]; mientras que  los factores de transcripción que regulan positivamente la expresión de 

este gen son USF, el HNF4α, el PGC-1α, y el HNF1α [Hadzopoulou y Cardot, 1993; Oka y cols., 

1996; Chang y cols., 1997; Jones y cols., 2002; Rufibach y cols., 2006]. Los factores de transcripción 

PGC-1α y HNF4α que promueven la expresión del gen así como el factor de transcripción ARP-1 que 

reprime la expresión del gen se unen a una secuencia DR1 localizada entre los nucleótidos -238 a -226 

[Rufibach y cols., 2006]. 

 

El exón 1 codifica para el péptido señal; el exón 4 codifica para la secuencia de la proteína que se une 

al sustrato; mientras que el exón 5 está altamente conservado en otras especies y es donde se encuentra 

la función catalítica (serina hidrolasa). Los exones 6 y 9 codifican secuencias ricas en aminoácidos 

básicos por lo cual son importantes para la unión de la enzima a la de membrana celular de los 

hepatocitos donde interactúa con los glucosaminglucanos [Ameis y cols., 1990]. 

 

 

Figura 4. Estructura del gen LIPC, se observan en las cajas azules los 9 exones de este gen; las cajas verdes son elementos 

de respuesta para factores de transcripción que promueven la expresión del gen y las cajas rojas son elementos de respuesta 

a factores que la reprimen. A la secuencia identificada como DR1 se pueden unir los factores de transcripción PGC-1α y 

HNF4α que promueven la expresión del gen además del factor de transcripción ARP-1 que la reprime. El exón 1 posee en 

su secuencia los elementos E2 a E4 a través de los cuales también se reprime la expresión del gen, y las flechas indican el 

sitio de inicio de la transcripción. 
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2.4 Variantes del gen LIPC  

En un estudio previo en población mexicana identificamos variantes en la región regulatoria y dentro 

de la secuencia codificante del gen LIPC. Para este estudio se tenía un grupo de personas con HDLs 

por debajo de percentila 10 (HDLs bajas) y otro grupo con HDLs por arriba de la percentila 90 (HDLs 

altas). En grupo con HDLs altas se identificaron las variantes de región promotora -480 C>T y -592 

G>A con una frecuencia respectiva de 0.033 y 0.066 [Guerra-García, 2008]. Considerando que los 

niveles de expresión del gen LIPC se relacionan inversamente con los niveles de las HDLs, estas 

variantes podrían tener un efecto regulatorio negativo sobre la trascripción del gen tal como se ha 

reportado para otras variantes localizadas en el promotor. Las variantes del promotor identificadas en 

trabajos previos disminuyen la actividad de LH en el suero de los portadores pero no se han 

determinado in vivo niveles de expresión, ya que este gen se expresa en el hígado. Sin embargo, in 

vitro se ha visto una menor actividad transcripcional del alelo menor [Deeb y Peng, 2000; Su y cols., 

2002; Isaacs y cols., 2004].  

 

 La variante - 592 G>A se localiza dentro de la secuencia -698 a -541. Mediante estudios funcionales 

se determinó que en esta secuencia podría existir un elemento de respuesta para el FXR; el cual es un 

factor de transcripción que regula negativamente la expresión del gen [Sirvent y cols., 2004], además 

de que mediante ensayos de footprinting se ha determinado que la secuencia -595/-577 es protegida de 

la digestión con DNAasa 1 [Oka y cols., 1996]. A solo 6 nucleótidos de donde se localiza esta variante 

se encuentra la variante -586 T>C, identificada exclusivamente en población china; en estudios 

funcionales se observó que el alelo C disminuye al 56% la transcripción del gen [Su y cols., 2002]. Los 

resultados anteriores nos permiten considerar que la variante - 592 G>A, pudiera estar modificando de 

manera importante la transcripción del gen LIPC.  

 

En el mismo grupo de HDLs altas se identificaron 3 variantes de secuencia codificante. La 

nomenclatura que corresponde para cada una de ellas considerando los residuos del péptido señal son: 

Q355R, S289F y R135C (frecuencia del alelo menor en el grupo de HDLs altas: 0.100, 0.033, 0.033, 

respectivamente) [Guerra-García, 2008]. La variante S289F ya ha sido reportada; en conjunto los 

estudios funcionales tanto in vivo como in vitro demostraron que esta variante disminuye la actividad 

de LH y su secreción [Durstenfeld y cols; 1994]. El análisis bioinformático con el programa Polyphen 

predice que las tres variantes de la secuencia codificante posiblemente afectan la función de la enzima. 
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Este análisis consistió en el alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la LH en conjunto con la 

lipasa endotelial, y la lipoproteína lipasa de distintas especies; donde se observo que los residuos Q355 

y S289 se encuentran 100% conservados. Por otro lado, aunque el residuo R135 no esta 100% 

conservado en las lipasas analizadas, se pudo observar que ninguna de ellas presentaba el residuo 

cisteina en esta posición. Es probable que tanto la variante Q355R como R135C tengan un efecto 

semejante al de la variante S289F; ya que los resultados del análisis bioinformático son muy similares 

[Durstenfeld y cols; 1994; Guerra-García, 2008].  

 

Estas variantes han sido identificadas en población europea, asiática, latina y africana gracias a 

estudios del genoma completo y de exomas mediante el uso de tecnologías de secuenciación masiva, 

por lo que ya se tiene registrado un rs para 4 de ellas, y se conocen sus frecuencias en diferentes 

poblaciones incluida la población latina [Karczewski y cols., 2019]. Las variantes Q355R y S289F se 

han relacionado con deficiencia de LH (Tabla 1) [Landrum y cols., 2014]. Pero solamente se han 

realizado estudios funcionales de la variante S289F en reportes previos [Durstenfeld y cols., 1994]. De 

acuerdo a los datos de la base ClinVar que contiene un banco de variantes que se asocian a diferentes 

enfermedades o rasgos en humanos, tres de las variantes exclusivas de grupo no han sido asociadas a 

algún fenotipo [Landrum y cols., 2014]. Debido a lo anterior en el presente estudio se analizó el papel 

de estas 5 variantes que fueron exclusivas de alguno de los grupos y de la variante común -514C >T.   
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Tabla. Datos de las variantes identificadas que al parecer son mutaciones y la variante común -514 C>T 

Tabla 1. Se muestra el rs y la posición de las variantes identificadas reportado en las bases de datos del gnomAD browser y 

los fenotipos relacionados en la base ClinVar, así como la frecuencia del alelo menor en población latina. En color azul se 

identifica la variante de promotor -514 C>T ya que a diferencia de las otras 5 variantes identificadas esta es una variante 

común que se encuentra en desequilibrio de ligamiento con las variantes -250 G>A, -710T>C, y -763A>G.  

 

En cuanto a la variante común -514 C>T se sabe que está se encuentra en desequilibrio de ligamiento 

(se hereda de manera conjuntamente) con las variantes -250 G>A, -710T>C, y -763A>G. Estas 

variantes se han relacionado con niveles altos de colesterol HDL y una actividad baja de la enzima LH 

en suero [Jansen y cols., 1997; Guerra y cols., 1997]. En células HepG2 transfectadas con un vector 

con el reportero CAT bajo el control de la secuencia promotora que comprende los nucleótidos -

895/+50 no se observó efecto de los alelos -250A,-514T, -710C o -763G al estar separados o como 

haplotipo al compararlo con los alelos silvestres [van’t Hooft y cols., 2000]. Al reproducir el 

experimento cambiando solo la secuencia clonada río arriba del gen reportero por la secuencia -

684/+14, se logró ver que la combinación de alelos mutados -250A, y -514T en conjunto disminuían la 

actividad del promotor al 55% Sin embargo, de forma individual solo el alelo -250A presentaba efecto 

(disminución al 75% de la actividad). Al parecer el efecto de la variante -514 C>T solo es perceptible 

cuando ambas variantes presentan alguna sinergia [Botma y cols., 2001]. 

 

 

Variante 

 

rs 

Posición en 

cromosoma 

Frecuencia  del alelo 

menor en latinos 

Fenotipo  en la 

base ClinVar 

 

Q355R 

 

rs140272400 

 

15:58853075 A / G  

 

0.0297000 

 

Deficiencia de LH 

S289F rs121912502 15:58840586 C / T  0.0001411 Deficiencia de LH 

R135C  15:58834113 C / T  

 

 

-480 C>T rs35511894 15:58431510 0.0081920  

-592 G>A 

-514 C>T 

rs36041167 

rs1800588 

15:58431398 

15:58431544 

0.0176900 

0.283 

 

http://exac.broadinstitute.org/variant/15-58853075-A-G
http://exac.broadinstitute.org/variant/15-58840586-C-T
http://exac.broadinstitute.org/variant/15-58834113-C-T
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Al utilizar otro sistema de expresión que incluía la transfección de células hepáticas murinas (AML12) 

y el uso del reportero luciferasa bajo el control de la secuencia promotora -639/+29, se observó que el 

alelo -514T disminuía por si solo la actividad del promotor al 70%. Por lo cual se concluyó que al 

polimorfismo -250 G>A no tenía efecto alguno [Deeb y Peng, 2000].  

 

La diferencia entre los ensayos reportados por Deeb, Botma y van’t Hooft probablemente se explique 

por distintos factores:  

1. Es posible que las células AML12 no expresen todos los factores de transcripción necesarios para la 

expresión del gen LIPC humano; en particular aquellos a través de los cuales la variante -250 G>A 

ejerce su efecto. 

2. Encontrar diferencias estadísticamente significativas depende de la sensibilidad y especificidad de 

los métodos utilizados y en los estudios se utilizaron dos reporteros distintos (la luciferasa de 

luciérnaga en el estudio de Deeb y acetiltransferasa de cloranfenicol ó CAT en el estudio de Botma y 

van’t Hooft).  

3. Es posible que en la secuencia de nucleótidos río arriba del nucleótido -639 y río abajo de la 

secuencia +29 se encuentren elementos de respuestas que modifican negativamente la expresión del 

gen LIPC, tal que al ser tan pequeña la actividad del promotor no se puedan apreciar diferencias en los 

alelos [Deeb y Peng, 2000; van’t Hooft y cols., 2000; Botma y cols., 2001]. 

 

Además de los ensayos de gen reportero para el promotor del gen LIPC también se han realizado 

análisis para identificar interacciones DNA-proteína.  En estos ensayos no se observó que la secuencia 

contigua a la posición -514 fuese protegida de la digestión con DNasa I ya sea usando los extractos 

nucleares de hepatocitos de rata [Hadzopoulou y Cardot, 1993] o de células HepG2 [Oka y cols., 

1996].  Sin embargo, mediante análisis bioinformático se propone la existencia de un elemento de 

respuesta para USF (upstream stimulatory factor) en la secuencia contigua a esta variante [Deeb y 

Peng, 2000; Botma y cols., 2001]. De acuerdo con estos análisis se considera que la presencia de esta 

variante podría eliminar la posibilidad de unión del factor de transcripción USF [Botma y cols., 2001]. 
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En un ensayo de EMSA, utilizando un oligonucleótido con la secuencia -531 a -502 del promotor del 

gen de la LH, y un anticuerpo anti-USF se observó la formación de un complejo DNA-proteína. La 

formación de este complejo disminuyó cuando el oligonucleótido contenía el alelo T de la variante -

514C>T. Además, en ensayos de gen reportero se observó que el USF recombinante incrementó de 

manera dosis dependiente la actividad del promotor del gen de la LH en células HepG2; también en 

este caso se observó que el efecto se atenuó con la presencia del alelo -514T [Botma y cols., 2001]. 

 

Tomando en cuenta que la expresión del USF se ve incrementada en condiciones de hiperinsulinemia 

debemos considerar que el eje USF-LH se vería incrementado en condiciones de glucosa elevada y/o 

insulina tal como ocurre en el postprandio o en pacientes diabéticos, ya que estas condiciones 

incrementan la expresión del factor USF y se ha observado al mismo tiempo un aumento de la 

actividad sérica de la enzima LH [Katzel y cols., 1992; Wang y Sul, 1994; Vaulont y Kahn, 1995; 

Botma y cols., 2001]. No obstante, la presencia del alelo -514 T podría estar evitando la unión del USF 

a su elemento de respuesta y por lo tanto promovería la disminución del efecto indirecto que la 

insulina ejerce sobre el promotor del gen de la LH [Botma y cols., 2001]. 

 

 

2.5 El panorama epidemiológico de las dislipidemias y otras enfermedades metabólicas en 

México 

Gracias a la Encuestas Nacionales de Salud y Nutrición (ENSANUT) que se han realizado  en México 

se cuenta con datos que ponen en evidencia la alta incidencia y prevalencia de enfermedades 

metabólicas dentro de las que destacan las dislipidemias, la DT2 y la obesidad. Por lo anterior se 

considera que México atraviesa por una transición donde las enfermedades metabólicas pasan a ser de 

las enfermedades más prevalentes descartando a las enfermedades infecciosas que eran de las más 

preocupantes en las décadas pasadas [Aguilar y cols., 2001; Villalpando y cols., 2010; Barquera y 

cols., 2013].  

 

La ENSANUT 2006 es la última encuesta donde se analizaron las mediciones de química sanguínea en 

el suero de los encuestados además de las mediciones antropométricas y de los factores 

socioeconómicos. Lamentablemente en las siguientes encuestas (correspondientes al año 2012 y 2018) 
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no se realizó toma de muestra sanguínea; solo se preguntó a los entrevistados si se reconocían con 

algún padecimiento metabólico (colesterol alto, triglicéridos elevados, diabéticos, etc). Los datos que 

aportó la ENSANUT 2006 colocaban dentro de las enfermedades metabólicas más comunes a la DT2 

(14.4%), el síndrome metabólico (36.8%), la hipertensión (30.7%), la hipercolesterolemia (43.6%), el 

colesterol LDL alto (46%), y las concentraciones bajas de C-HDL (63%). Algunas de estos 

padecimientos presentaban tendencias crecientes con respecto a los resultados reportados en la 

Encuesta Nacional de Enfermedades Crónicas (ENEC del 1993) [Aguilar y cols., 2001]. 

 

A la par de estas observaciones epidemiológicas también se ha logrado determinar que las 

enfermedades del corazón y la diabetes son de las primeras causas de muerte en nuestro país. 

[Secretaria de Salud 2002; Villalpando y cols., 2010; INEGI, 2021]. Lo anterior es importante de 

recalcarlo ya que se considera que las dislipidemias y la DT2 son un factor de riesgo independiente 

para las enfermedades cardiovasculares [Rodriguez y cols., 2019]. Estos datos en conjunto sugieren 

que estos padecimientos comparten un fondo genético y/o ambiental [Xu y cols., 2019]. Por lo tanto, 

en el mediano o corto plazo un paciente con alguna enfermedad metabólica se encuentra en alto riesgo 

de desarrollar otra comorbilidad. Por lo que es importante tener un adecuado control metabólico de 

estos pacientes. Las estrategias deben incluir no sólo tratamientos farmacólogicos sino además estilos 

de vida saludable. (e.j. programas de reducción de peso corporal, estrategias nutricionales, disminución 

de los niveles de estress, etc.) [Huayanay-Espinoza y cols., 2016]. 

 

Por lo tanto existe una necesidad de desarrollar programas nacionales preventivos y  eficaces para 

lograr frenar la incidencia de las enfermedades metabólicas, así como evitar muertes prematuras 

[Villalpando y cols., 2010].  

 

 

2.6 La diabetes  

La diabetes representa un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por la elevación de 

glucosa en sangre que tienen una variación en la forma de presentación clínica y la progresión de la 

enfermedad. Tanto en la diabetes tipo 1 como tipo 2, distintos factores genéticos como ambientales 

pueden resultar en la pérdida progresiva de la masa de células β y/o su función que se manifiesta 

clínicamente como hiperglucemia. Una vez que se presenta la hiperglucemia, los pacientes se 
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encuentran en riesgo de desarrollar las mismas complicaciones crónicas; sin embargo el tiempo y 

grado de progresión pueden variar dependiendo del tipo de diabetes [ADA, 2021]. 

 

 

2.6.1 Clasificación de la diabetes 

De acuerdo a la American Diabetes Asociation (ADA), la diabetes puede ser clasificada dentro de las 

siguientes categorías generales. 

a. Diabetes tipo 1. Debida a la destrucción autoinmune de las células β, usualmente conlleva a la 

deficiencia absoluta de insulina, incluyendo diabetes autoinmune latente del adulto. 

b. Diabetes tipo 2 (DT2). Se debe a la de resistencia a la insulina y en la mayoría de los pacientes se 

puede observar la pérdida progresiva de la secreción de insulina en la célula β durante el transcurso de 

la enfermedad.  

c. Otros tipos específicos de diabetes que se deben a diversas causas, como por ejemplo síndromes de 

diabetes monogénica que incluyen la diabetes neonatal y diabetes tipo MODY (maturity-onset diabetes 

of the young, por sus siglas en inglés), enfermedades del páncreas exocrino (fibrosis quística y 

pancreatitis), diabetes inducida por fármacos (e.j. uso de glucocorticoides, medicamentos para tratar el 

SIDA/VIH, trasplante de órganos). 

d. Diabetes Gestacional, que se caracteriza por hiperglucemia que se diagnostica en el segundo o tercer 

trimestre del embarazo, y que puede haber estado presente incluso antes del embarazo [ADA, 2021].   

 

 

2.6.2 Fisiopatología de la DT2 

La DT2, anteriormente conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente o diabetes del adulto 

se caracteriza por insulinoresistencia, deterioro de la función secretora de las células β pancreáticas e 

incremento en la producción hepática de glucosa. Desde el inicio y frecuentemente a lo largo del 

desarrollo de la enfermedad los individuos no requieren insulina para el tratamiento y control de la 

hiperglucemia [ADA, 2004]. 

 

La DT2 es un padecimiento complejo y multifactorial con un componente genético en el que participa 

un número indeterminado de genes (herencia poligénica) y un componente ambiental que se conforma 

por diferentes factores de riesgo que incluyen la obesidad, dislipidemia, hipertensión arterial, dieta rica 
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en carbohidratos, factores hormonales, estilo de vida sedentaria y un componente inflamatorio.  

Existen varias causas de insulinoresistencia entre las que se pueden destacar la glucotoxicidad, la 

lipotoxicidad y la inflamación. La DT2 a diferencia se la diabetes tipo 1 no se asocia con la 

destrucción autoinmune de las células β pancreáticas [Sivitz, 2001; Diamond, 2003; Guzmán y 

Madrigal 2008].  

 

Las concentraciones de insulina en los pacientes con DT2 pueden ser normales o elevadas. Algunos 

pacientes con DT2 pueden permanecer asintomáticos por muchos años y desarrollar complicaciones 

macrovasculares y microvasculares después de algunos años o décadas. Sin embargo, algunos 

pacientes pueden desarrollar las complicaciones en forma más temprana [Reaveny y cols., 1976; 

Umpierrez y cols., 1995]. Además, existen variaciones en el desarrollo de las complicaciones 

dependiendo de cada individuo. Lo anterior demuestra la gran heterogeneidad clínica de la DT2 

[Gúzman y Madrigal, 2008]. 

 

La biosíntesis de la insulina en estos pacientes puede estar disminuida debido a defectos en el 

procesamiento de la proinsulina, que es la forma inactiva de la insulina [Bano y cols., 2001]. La 

proinsulina es biotransformada a insulina debido a la acción de dos endoproteasas; la PC2 y PC1 que 

producen 2 rupturas proteolíticas liberando el péptido C y la insulina madura. En algunos pacientes 

con este tipo de diabetes los niveles de proinsulina están muy elevados tanto en condiciones basales y 

después de la estimulación con una carga de glucosa [ADA, 2004].  

 

La obesidad probablemente es una de las comorbilidades más frecuentes de la DT2, esta surge como 

una consecuencia de la ingesta continua y excesiva de alimento rico en contenido energético que no es 

utilizado como consecuencia de una baja actividad metabólica y/o sedentarismo; por lo tanto, el exceso 

de energía se almacena en forma de triglicéridos en el tejido adiposo. El aumento de peso debido al 

aumento de grasa corporal está relacionado directamente con resistencia a la insulina. En este caso los 

pacientes presentan niveles elevados de glucosa y resistencia a la acción de la insulina en los tejidos 

periféricos [Diamond, 2003]. Bajo esta condición el páncreas incrementa la secreción de insulina 

debido a la concentración alta y mantenida de glucosa en sangre que se presenta por una ingesta 

energética alta y/o la resistencia a la insulina [Sharabi, 2012].  
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Las personas con células β sanas tienen capacidad de adaptarse a altas demandas de insulina (e.j. 

durante el embarazo, o elevadas concentraciones de cortisol) mediante el incremento en su función 

secretora [Maedler, 2008] y el aumento de la masa de células β [Donath y cols., 2005]. Sin embargo, 

los pacientes con DT2 presentan una deficiencia adaptativa de las células β, lo cual crónicamente 

produce un agotamiento celular y apoptosis de la célula β que se traduce finalmente en una reducción 

en las reservas de de insulina y su secreción  [Donath y cols., 2005; Maedler, 2008].  

 

Esta falta de adaptación al incremento en la demanda de insulina, se puede deber a mecanismos 

mediados por glucotoxicidad y/o lipotoxicidad [Sivitz, 2001; Roche, 2003; Donath y cols., 2005]. Esta 

condición puede empeorar en pacientes que además presentan la insulinoresistencia. Esto es, cuando el 

receptor a insulina o su vía de señalización presenta alteraciones en su función o respuesta [Le Roith y 

Zick, 2001]. La lipotoxicidad es el efecto diabetogénico del aumento de los ácidos grasos libres 

circulantes o del aumento contenido de grasa celular. Esta condición se manifiesta en varios tejidos, 

más notablemente el hígado, el músculo y los islotes pancreáticos. La glucotoxicidad es el efecto 

diabetogénico de concentraciones elevadas de glucosa en sangre que conducen a un aumento de la 

concentración de glucosa intracelular. Al igual que la lipotoxicidad los efectos tóxicos de la elevación 

de glucosa intracelular se manifiestan en tejidos importantes para el metabolismo de glucosa como son 

el hígado, el músculo e islotes pancreáticos [Sivitz, 2001]. Por tanto, los mecanismos de lipotoxicidad 

y glucotoxicidad pueden ser causa por igual de resistencia a la insulina y de disminución en la 

secreción de esta hormona [Sivitz, 2001; Roche, 2003; Donath y cols., 2005]. 

 

La insulina en condiciones normales se une a su receptor en sus células blanco. En el caso del músculo 

esquelético y el tejido adiposo permiten la translocación del transportador GLUT4 lo que aumenta la 

tasa de captación de glucosa en estos tejidos [Chen y cols., 2012]. Además de favorecer la captación de 

glucosa, la hormona insulina tiene otras acciones metabólicas tanto anabólicas que favorecen la 

utilización y almacenamiento de glucosa e inhibe las vías catabólicas que dan por resultado un 

aumento en su producción o liberación. En el hepatocito por ejemplo activa la glucogenogénesis a la 

par que la glucólisis e inhibe la glucogenólisis y la gluconeogénesis [Le Roith y Zick, 2001]. 
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Debido a que la capacidad de almacenamiento de glucógeno es limitada, el exceso de glucosa que no 

se almacena en forma de este polímero se almacena en forma de triglicéridos. En este sentido la 

insulina también modifica el metabolismo de los lípidos aumentando su síntesis en el hígado; en el 

adipocito específicamente, induce la captación de ácidos grasos de las lipoproteínas circulantes 

mediante la estimulación de la actividad de la lipoproteína lipasa además de que disminuye la 

liberación de ácidos grasos y la lipólisis, favorece la diferenciación de los adipocitos además de 

estimula la lipogénesis y la síntesis de triglicéridos. [Kahn y Flier, 2000]. 

 

Todas estas acciones de la insulina en sus tejidos blanco a través de su receptor con actividad cinasa de 

tirosina disminuyen la concentración de la glucosa en sangre, sin embargo, en pacientes con resistencia 

a la insulina existe una menor translocación del trasportador de glucosa en sus tejidos blanco, además 

que en el hepatocito persiste el catabolismo del glucógeno y la liberación de glucosa hepática aún 

durante el posprandio [Cline y cols., 1999;] En estos pacientes está disminuida la síntesis de 

triglicéridos y ácidos grasos de novo, además de que en el adipocito la lipólisis incrementa la 

liberación de ácidos grasos libres y disminuye la disposición de glucosa [Sesti, 2006]. Lo anterior se 

traduce en niveles de glucosa elevados y persistentes que pueden deteriorar la función de algunos 

órganos al mantenerse esta condición de manera crónica [Kahn y Flier, 2000; Le Roith y Zick, 2001; 

Sesti, 2006]. 

 

En el músculo esquelético de pacientes diabéticos la disminución de la captación de glucosa 

estimulada por la insulina se debe a la alteración de la señalización de la insulina y a múltiples defectos 

intracelulares posteriores al receptor. Esto incluye una menor captación  de glucosa (debido a la 

disminución de la traslocación del transportador GLUT4) y la disminución en la fosforilación y 

oxidación de este carbohidrato, además de la reducción de la síntesis de glucógeno. Se ha demostrado 

que un mayor contenido de grasa intramiocelular y los metabolitos de ácidos grasos desempeñan un 

papel fundamental en el desarrollo de la resistencia a la insulina en el músculo esquelético. En 

pacientes con resistencia a la insulina se presentan una disminución de la fosforilación oxidativa 

mitocondrial en el músculo esquelético y este defecto mitocondrial contribuye al aumento del 

contenido de grasa intramiocelular; perpetuándose así las alteraciones del metabolismo de glucosa en 

el músculo esquelético [Abdul-Ghani y DeFronzo, 2010]. 
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También se consideran dentro de los mecanismos fisiopatológicos de la DT2 a la inflamación. A este 

respecto se ha observado el incremento de algunas citosinas proinflamatorias entre  las que destacan la 

IL-16 (interleucina-16) y el TNFα (factor de necrosis tumoral). Esta condición es causa de daño tisular 

así como de insulinoresistencia [Pickup y cols., 1997; Nilsson y cols., 1998; Miranda y cols., 2008]. 

Algunos estudios han logrado determinar que la inflamación en algunos pacientes es una condición 

que preexiste antes de que la glucosa se eleve; de tal forma que este estado inflamatorio es la causa del 

desarrollo de diabetes [Shmidt y cols., 1999; Freeman y cols., 2002]. En la figura 5 se enlistan las 

alteraciones fisiopatológicas de la DT2. 

 

 

Figura 5. Alteraciones fisiopatológicas de la DT2. La DT2 puede deberse a diferentes mecanismos que se presentan en 

órganos o tejidos importantes para el metabolismo de la glucosa. La característica principal de la DT2 es la resistencia a la 

insulina que se manifiesta como una disminución de la acción de esta hormona en sus tejidos blanco. Adicionalmente, el 

páncreas no secreta la suficiente insulina para suplir esta deficiencia. Lo anterior se traduce fisiológicamente en un aumento 

persistente de los niveles circulantes de glucosa y de ácidos grasos libres. El aumento tanto de glucosa como de lípidos en 

el citosol de las células perpetúa la resistencia a la insulina y puede en el largo plazo conducir a efectos tóxicos y muerte de 

la célula β pancreática. Por otro lado, en algunos pacientes el aumento de citosinas proinflamatorias puede contribuir al 

daño tisular y la resistencia a la insulina. En la figura se enlistan las alteraciones que pueden presentarse en los diferentes 

órganos y tejidos bajo estas condiciones. La imagen fue realizada en el sitio Biorender.com 
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2.7 Análisis de mediación 

En estadística, el modelo de mediación permite identificar y explicar los mecanismos o procesos que 

subyacen en la relación observada entre una variable independiente y una variable dependiente a través 

de una tercer variable hipotética, a la que se le conoce como mediador (también variable mediadora, 

variable intermediaria, o variable intermediadora). Antes que una relación causal directa entre la 

variable independiente y la variable dependiente, el modelo de mediación propone que la variable 

independiente influencia al mediador logrando de esta manera modificar la variable dependiente. De 

esta forma el mediador sirve para esclarecer la naturaleza de la relación entre la variable dependiente y 

la variable independiente. En otros términos, se puede entender la mediación como los efectos 

indirectos de una variable independiente sobre la variable dependiente que son transmitidos por la 

variable mediadora. La magnitud del efecto indirecto indica la proporción de la mediación a través de 

las variables mediadoras relevantes [Mackinnon, 2008]. 

  

De acuerdo con Mackinnon, 2008, existen tres posibilidades de combinación entre los efectos directos 

e indirectos de la variable independiente sobre la variable dependiente. En el caso que sólo se observen 

efectos indirectos de la variable independiente sobre la variable dependiente, se dice que la mediación 

es completa, en cambio si se observan tanto efectos directos como efectos indirectos sobre la variable 

dependiente se considera un mediación parcial, en el último caso si sólo se observa un efecto directo 

de la variable independiente sobre la variable dependiente se considera que no existe mediación. La 

mediación parcial sostiene que la variable mediadora explica algunas, pero no todas, las relaciones 

entre la variable independiente y la variable dependiente. Esto implica que no solo existe una relación 

significativa entre el mediador y la variable dependiente, sino también alguna relación directa entre la 

variable independiente y la dependiente. 

 

Tal como lo expone Mackinnon un análisis de mediación tiene en cuenta las siguientes 

consideraciones  

Paso 1: Se analiza que la variable independiente está correlacionada con la variable dependiente. En 

este análisis de regresión simple la variable independiente es el predictor y la variable dependiente es 

la variable resultado. En este paso se establece si existe un efecto que puede estar mediado. Es 

necesario controlar el análisis por la variable mediadora. 
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Paso 2: Analizar si la variable causal (independiente) está correlacionada con el mediador. En esta 

regresión simple la variable independiente es el predictor y la posible variable mediadora es el 

resultado. Este paso esencialmente implica analizar si la variable independiente tiene un efecto en la 

posible variable mediadora.  

 

Paso 3: Mostrar que el mediador afecta la variable dependiente. Se realiza un análisis de regresión 

simple en el que el mediador es ahora el predictor y la variable dependiente es el resultado. En este 

paso es necesario controlar el análisis por la variable independiente, y sólo ver el efecto del mediador 

en la variable dependiente, sin la influencia de la variable independiente. 

 

Paso 4. Se analiza si el efecto de la variable independiente está influenciado por la variable mediadora. 

Se realiza un análisis de regresión múltiple, dónde se incluyen la variable independiente y el mediador 

como predictores de la variable dependiente. Si el efecto de la variable independiente sobre la variable 

dependiente desaparece por completo en este último análisis, se considera que el efecto de la variable 

independiente sobre la variable dependiente es posible solo a través del mediador y por lo tanto la 

mediación es completa (en otras palabras, no hay efectos directos de la variable independiente sobre la 

variable dependiente). En cambio, si en este análisis el efecto de la variable independiente sobre la 

variable dependiente sigue siendo significativo pero de una magnitud menor a la de la ecuación del 

paso 1, entonces se considera una mediación parcial, ya que existen efectos tanto directos como 

indirectos de la variable independiente que predicen el comportamiento de la variable dependiente 

[Mackinnon, 2008]. 

 

 Si en cada uno de los tres primeros pasos hay correlación es muy probable que exista un efecto entre 

la variable independiente y la variable dependiente que está siendo mediado por una tercera variable. 

El cuarto paso permitirá definir si se trata de una mediación total y además en caso de no ser así, cuál 

es el porcentaje de mediación, es decir la varianza de la variable dependiente que es dada por la 

variable independiente y además es mediada por la variable mediadora [Baron y Kenny; 1986]. 

 

Para que se establezca una mediación total o parcial, la reducción en la varianza explicada por la 

variable independiente debe ser significativa y esto debe ser determinado por pruebas estadísticas 

como la prueba de Sobel y el bootstrap [Sobel, 1982]. El efecto de una variable independiente sobre la 
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variable dependiente puede volverse no significativo cuando se introduce el mediador simplemente 

porque se explica una cantidad trivial de varianza y no por una mediación verdadera. Por lo tanto, es 

imprescindible mostrar una reducción significativa en la varianza explicada por la variable 

independiente antes de afirmar la mediación total o parcial. Esto puede explicarse por la presencia de 

varias rutas de mediación que se cancelan entre sí y se vuelven notorias cuando se controla una de las 

variables Esto implica que los términos mediación “parcial” y “completa” siempre deben interpretarse 

en relación con el conjunto de variables que están presentes en el modelo [Hayes y cols., 2009].  

 

 

 

3. Planteamiento del problema 

En un análisis inicial, en la búsqueda de variantes genéticas importantes para la modulación de los 

niveles de C-HDL secuenciamos el promotor del gen LIPC así como sus 9 exones en sujetos con C-

HDL elevado y C-HDL bajo. Como resultado de este trabajo identificamos 5 variantes genéticas 

exclusivas del grupo con C-HDL alto (-480 C>T, -592 G>A, R135C, S289F y Q355R) y una variante 

común (-514 C>T) presente en ambos grupos. En un estudio realizado por otros investigadores la 

variante S289F se relacionó con deficiencia de enzima LH y la variante común -514 C>T se ha 

relacionado con niveles elevados de C-HDL y algunas dislipidemias en diferentes poblaciones. Por lo 

tanto, es probable que las variantes identificadas en nuestro estudio tengan un papel funcional 

importante en la modulación de los niveles de C-HDL en población mexicana así como algunas 

comorbilidades asociadas a dislipidemias. De estas 6 variantes en total 4 de ellas no han sido 

caracterizadas en trabajos previos. Adicionalmente, la variante R135C pudiera ser una variante 

exclusiva de poblaciones amerindias. Lo anterior justifica realizar una caracterización funcional de 

estas variantes 6 variantes en nuestra población. 

 

 

 

4. Hipótesis  

Las variantes alélicas -480 C>T, -514 C>T, -592 G>A, R135C, S289F y Q355R del gen LIPC 

modulan los niveles del colesterol HDL en población general y se relacionan con comorbilidades 

asociadas a dislipidemias. 
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5. Objetivo general 

Evaluar el efecto funcional in vivo e in vitro de las variantes del gen de la LIPC identificadas 

 

5.1 Objetivos particulares 

1) Evaluar el papel de cada una de las variantes en la modulación de los niveles plasmáticos de las 

HDL en población mexicana.   

 

2) Analizar si estas variantes se relacionan con el desarrollo de obesidad central, diabetes o alguna otra 

dislipidemia. 

 

3) Determinar el efecto in silico e in vitro de las variantes.  

 

 

 

6. Sujetos de estudio y métodos 

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Investigación Biomédica en Humanos del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ) y se ajusta a las 

pautas éticas de la Declaración de Helsinki de 1975 [Carlson y cols., 2004]. Se obtuvo el 

consentimiento informado de cada uno de los participantes (En el anexo 1 se encuentra en 

consentimiento que se utilizó).  

 

 

6.1 Frecuencia de cada uno de los alelos en sujetos de la población abierta. 

Considerando que a priori no se conocen las frecuencias alélicas de estas variantes en la población 

general; se secuenciaron 50 individuos de población abierta. Esto nos permitió inferir cuales de estas 

variantes son mutaciones y cuales son variantes comunes en la población mexicana. Las variantes con 

una frecuencia ≤ 5% se analizaron como posibles mutaciones en las familias portadoras. En 

contraparte las variantes con una frecuencia mayor a la anterior se analizaron como variantes comunes 

en sujetos de la población abierta. Las 6 variantes que no han sido estudiadas tienen una frecuencia < 

5%, por lo que se estudiaron como posibles mutaciones, en contraparte la variante -514 C>T fue 

estudiada como una variante común ya que su frecuencia supera el 40% en los controles secuenciados. 
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6.2 Sujetos seleccionados para el estudio de las variantes 

6.2.1 Población seleccionada para el análisis del efecto de la variante -514 C>T  

Se incluyeron en el estudio individuos mestizos mexicanos de entre 18 y 70 años (con padres y abuelos 

nacidos en México). Fueron reclutados en el INCMNSZ en la Ciudad de México. En esta muestra 

originalmente se estudiaron los determinantes genéticos de la hipertrigliceridemia o DT2 utilizando 

estrategias de estudio del genoma completo o GWAS (GWAS-TG y GWAS-DT2) [Weissglas y cols., 

2013, SIGMA, 2014; Arellano y cols., 2019]. Un total de 2105 sujetos con datos antropométricos y las 

mediciones bioquímicas necesarias constituyeron la población analítica de este estudio. 

 

Se realizó un cuestionario para recabar datos acerca de su estatus socioeconómico, historia médica 

familiar, uso de fármacos, así como consumo de alcohol y tabaco (Anexo 2). Mediante exploración 

física se determinaron las mediciones antropométricas usando técnicas estándar: el peso se registró 

cuando los sujetos vestían ropa ligera, usando balanzas digitales; la altura se determinó en 

estadiómetro fijo después que se les pidió a los participantes que retiraran los zapatos. La presión 

sanguínea se tomó usando un esfigmomanómetro de mercurio calibrado. El índice de masa corporal 

(IMC) se calculó como el peso (en kg) dividido por la altura al cuadrado (en m2), y se evaluó la 

relación cintura-talla (ICT) dividiendo el tamaño de la cintura (en cm) entre la altura (en cm).  

 

Se excluyeron aquellas personas que no firmaron el consentimiento informado, o que acudieron a la 

toma de muestra sin el ayuno previo, y también aquellas que decidieron no participar en el estudio.  

 

 

6.2.2 Muestra seleccionada para el análisis del efecto de las variantes identificadas como posibles 

mutaciones  

Se analizó el mayor número posible de integrantes de cada una de las familias de los portadores de las 

variantes, teniendo especial interés en los familiares de primer grado. También se les aplicó un 

cuestionario para recabar datos, se les realizó exploración física y la toma de muestra sanguínea. Se 

excluyeron los familiares que no aceptaron participar en el estudio y aquellos menores de 15 años.  
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6.3 Parámetros bioquímicos y criterios utilizados para definir los fenotipos de los sujetos de 

estudio 

Los individuos que aceptaron participar en el estudio acudieron con un ayuno de 8-12 horas y se les 

realizó una toma de muestra para determinar los perfiles bioquímicos. Estas mediciones se realizaron 

en el Departamento de Endocrinología del INCMNSZ usando para ello procedimientos comerciales 

estandarizados. La glucosa, el colesterol total, los triglicéridos y el colesterol HDL se determinaron por 

métodos enzimáticos. Los niveles séricos de C-LDL se calcularon utilizando la fórmula de Friedewald. 

Para los sujetos con triglicéridos > 400 mg/dL, no se calcularon los valores de C-LDL, ya que la 

ecuación de Friedewald no se puede utilizar de manera confiable con valores de TG tan altos 

[Friedewald y cols., 1972].  La concentración de insulina se midió por radioinmunoensayo. 

 

 

6.4 Definición de algunos fenotipos y criterios diagnósticos 

La diabetes mellitus se diagnosticó de acuerdo a los criterios de la American Diabetes Association 

[ADA, 2019]. En esta se considera que una persona es diabética cuando la glucosa en ayunas es > 126 

mg/dL (7 mmol/L) o si existe un diagnóstico previo de diabetes. Se consideró Hipoalfalipoproteinemia 

(HA) cuando las mujeres tenían C-HDL < 45 mg/dL (1.16 mmol/L) y en los hombres C-HDL < 40 mg 

/ dL (1.03 mmol/L). También se clasificó a los individuos hipertensos como aquellos con una presión 

diastólica ≥ a 85 mmHg o una presión sistólica ≥ a 130 mmHg [Alberti y cols., 2006]. 

 

 

6.5 Determinación de genotipos 

6.5.1 Determinación de genotipos de la variante -514 C>T 

Las muestras de sangre total para extracción de DNA se colocaron en tubos que contenían EDTA, el 

procedimiento se realizó utilizando el kit comercial QIAamp 96 DNA Blood kit. Las muestras de DNA 

fueron utilizadas para determinar cada uno de los genotipos por medio de Sondas TaqMan; la 

discriminación de los alelos se realizó en un equipo de tiempo real ABI Prism 7900HT Sequence 

Detection System (Applied Biosystems). Al menos el 3% de los genotipos fueron corroborados por 

secuenciación automatizada.  
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6.5.2 Determinación de genotipos de las variantes identificadas como posibles mutaciones 

La extracción del DNA se realizó con el mismo kit que en el punto 5.5.1, pero en este caso los 

genotipos fueron determinados por secuenciación capilar automatizada utilizando el kit DNA 

Sequencing BigDye Terminator v 3.0 de Applied Biosystems y el equipo de secuenciación de 16 

capilares ABIPRISM modelo 3100 (Applied Biosystems). 

 

 

6.6 Análisis del efecto funcional de las variantes in vitro e in silico 

6.6.1 Variantes de la secuencia promotora 

Para este análisis del efecto funcional in vitro se realizaron ensayos EMSA (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay) y ensayos de gen reportero. Los análisis in silico así como EMSA se realizaron solo para 

las dos variantes que no existía evidencia de su efecto en ensayos funcionales in vitro (-480 C>T, y -

592 G>A). 

 

 

6.6.1.1 Análisis in silico para las variantes -480 C>T, y -592 G>A  

Se realizó un análisis in silico para identificar posibles elementos de respuesta a factores de 

transcripción en las regiones donde se identificaron las variantes del promotor. Para este análisis se 

utilizaron los programas PATCH, Genomatix, y Alibaba 2.1. Para evitar resultados inespecíficos, se 

consideraron solo aquellos factores de transcripción cuyos elementos de respuesta consenso (core) 

tuvieran una similitud mayor al 85% con la secuencia del promotor del gen LIPC. Se realizó además 

una búsqueda bibliográfica para conocer si los factores de transcripción del resultado anterior se 

expresaban en hígado que es donde a su vez se expresa el gen LIPC. 

 

 

6.6.1.2 Análisis del efecto funcional in vitro de las variantes de secuencia promotora 

6.6.1.2.1 Ensayos EMSA de las variantes -480 C>T y -592 G>A 

Se realizaron ensayos de retardo de movilidad electroforética o EMSA, para ello se extrajeron 

proteínas nucleares de 5 x 106 células de la línea celular HepG2. Las células que inicialmente se 

encontraban en cultivo se lavaron con PBS y se le mantuvieron en hielo, después se rasparon con 

gendarme y se recuperaron con 1 mL de PBS. Las células se lavaron y se obtuvo el agregado celular 
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para agregarle 100 µL de buffer hipotónico (HEPES y KCl 10 mM, MgCl2 1.5 mM, suplementado con 

inhibidores de proteasa) y se dejaron en congelación 10 segundos. Se centrifugo a 3500 rpm por 10 

min a 4oC. El sobrenadante o fracción citoplasmática se desechó. Se resuspendió la fracción nuclear en 

50 µL de buffer hipertónico (HEPES 20 mM, NaCl 400mM, MgCl2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, glicerol 

25%, suplementado con inhibidores de proteasa) y se incubó 30 min en frio en un agitador giratorio. 

Se centrifugo a 13,000 rpm en microcentrifuga a 4oC durante 15 min. El sobrenadante que contenía las 

proteínas nucleares en forma nativa se guardó en ultracongelador (-70 oC).  

 

Los pares de oligonucleótidos que se utilizaron para este análisis se encuentran en la tabla 2. Se 

tomaron 20ng de cada oligonucleótido y su oligonucleótido complementario y se colocaron en un tubo 

eppendorf. La formación del DNA de doble cadena se favoreció al dar un ciclo de desnaturalización 

con un enfriamiento gradual hasta alcanzar la temperatura ambiente. El DNA de doble cadena se 

marcó con fosforo radiactivo (γ 32P, ATP, 2.5 µCi ) gracias a la enzima T4 cinasa (2.5 U).  

 

La mezcla de reacción se realizó en presencia del buffer comercial de la enzima (1X) y se mantuvo a 

37 oC  por 30 min. Después se inactivo la enzima a 65 oC. Esta reacción y los siguientes 

procedimientos se realizaron usando los equipos de protección personal además de un etiquetado 

adecuado para evitar exponerse con la radiación γ  del 32P. Este procedimiento se realizó por separado 

para cada uno de los 4 pares de oligonucleótidos que se muestran en la Tabla 2, después de esto las 

mezclas se mantuvieron en refrigeración hasta su uso.  
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Tabla 2. Pares de oligonucleótidos utilizados para los ensayos EMSA 

 

Variante 

 

cadena 

 

alelo 

 

SECUENCIA 

-592 G>A + nativo 5’CACAGAGGGGGAAGAAGTGTGT3’ 

-592 G>A - nativo 5’ ACACACTTCTTCCCCCTCTGTG 3’ 

-592 G>A + mutado 5’CACAGAGGGGGAAGAAATGTGT 3’ 

-592 G>A - mutado 5’ ACACATTTCTTCCCCCTCTGTG 3’ 
    

-480 C>T + nativo 5’ ACCACACTTTGACCACAAGCAT 3’  

-480 C>T - nativo 5’ ATGCTTGTGGTCAAAGTGTGGT 3’ 

-480 C>T + mutado 5’ ACCACACTTTGACTACAAGCAT 3’ 

-480 C>T - mutado 5’ ATGCTTGTAGTCAAAGTGTGGT 3’ 

 

Un total 500 pg de la mezcla de oligonucleótidos marcados se mezclaron con 5 o 10 µg de proteínas 

nucleares en presencia de HEPES 2.4 mM, KCl 5.9mM mM, EDTA 0.02mM, DTT 0.06mM, glicerol 

al 2.35%, así como 10 µg de albumina y 1 µg de polidC. La mezcla se incubo a temperatura ambiente 

por 20 min para favorecer las interacciones DNA proteína. Los complejos DNA-proteína se separaron 

en un gel nativo de poliacrilamida al 5%; se usó el amortiguador TBE 0.5X y un voltaje ajustado a 

100V por 2 horas. Las imágenes de los complejos fueron escaneados en el equipo Typhoon de 

Amersham  (Figura 6). 
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Figura. Proceso para los ensayos tipo EMSA 

 

Figura 6. Procedimiento para realizar los ensayos EMSA y analizar las interacciones DNA-proteína; imagen modificada de 

https://www.creativebiomart.net/resource/principle-protocol-protein-interaction-2-principle-and-protocol-of-emsa-359.htm. 

 

6.6.1.2.2 Ensayos de gen reportero para las variantes -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A 

Para los análisis de gen reportero se construyeron los vectores utilizando como base el plásmido 

pGL3-Basic (Figura 7) que codifica la luciferasa de luciérnaga (Promega, EE. UU.). Se amplificó por 

PCR la secuencia promotora del gen LIPC desde el nucleótido -639 a + 29; para ello se utilizaron dos 

oligonucleótidos que agregaban un sitio de restricción al fragmento de PCR para las enzimas KpI y 

HindIII (-639 KpnI TCATGGTACCCAGTCCTCTACAC AGCTGGAAC y +29 HidIII 

TAGTAAGCTTCGGGGTCCAGGCTTTCTTGG. Este fragmento posteriormente se ligó al plásmido 

utilizando la enzima ligasa T4 de Promega [Deep, 2000]. De esta forma se logró que el promotor LIPC 

controlara la expresión del reportero luciferasa. Las variantes alélicas: -480 C>T, -514 C>T y -592 

G>A se generaron por mutagénesis dirigida usando la enzima de alta fidelidad Phusion High-Fidelity 

DNA Polymerase y ProofStart DNA Polymerase (QIAGEN).  

 

Las secuencias de los oligonucleótidos que se utilizaron se muestras en la Tabla 3. Los plásmidos 

mutados se verificaron mediante secuenciación directa. Para este ensayo se transfectaron células 

HepG2 ya que estas son derivadas de una línea de hepatoma y por lo tanto expresan factores de 
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transcripción necesarios para la expresión de genes hepáticos. Las células HepG2 en el pasaje 20-35 

(AddexBio, CA, EE. UU.) se cultivaron en Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo 

Fisher Scientific) equilibrado con 5% de CO2 y 95% de aire. El medio se complementó con suero fetal 

de ternera al 15% (previamente inactivado con calor), L-glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich) y penicilina 

al 1% (Sigma-Aldrich). 

 

Tabla 3.Oligonucleótidos utilizados para generar las variantes del promotor del gen LIPC 
 

Variante cadena secuencia 

-480 C>T + 5’ GCACCACACTTTGACTACAAGCATCACCAA 3’ 

-480 C>T - 5’ TTGGTGATGCTTGTAGTCAAAGTGTGGTGC 3’ 

 

-514 C>T + 5’ GTCAGCTCCTTTTGACATGGGGGTGAAGGG 3’ 

-514 C>T - 5’ CCCTTCACCCCCATGTCAAAAGGAGCTGAC 3’ 

 

-592 G>A + 5’GAGGGGGAAGAAATGTGTTTACTCTAGG 3’ 

-592 G>A - 5’CCTAGAGTAAACACATTTCTTCCCCCTC 3’ 

 

Para la transfección se sembraron 3 x 105 células en placas de 6 pocillos en medio sin antibióticos y se 

cultivaron hasta una confluencia del 70-80%, luego se cotransfectaron por separado cada una de las 

construcciones que contenía el alelo con una de las variantes y el plásmido pRL-TK (Figura 7) que 

expresa la luciferasa de la renilla como control interno (Promega, EE. UU.) Las transfecciones fueron 

transitorias usando los lípidos catiónicos de la lipofectamina 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). La 

mezcla de los lípidos catiónicos y 1,5 µg de DNA se preparó en medio Opti-MEM I Reduced Serum 

Media (Thermo Fisher Scientific). Se completó el volumen a 1mL y se dejó la mezcla de transfección 

por 6 horas después de las cuales se les colocó a las células medio DMEM suplementado (figura 10). 

 

Después de 24 horas de la transfección, las células se lisaron y se analizó la actividad de luciferasa 

(unidades de luz) gracias al ensayo Dual Luciferasa Assay System (Promega, EE. UU, Figura 8) Se 

midieron las unidades de luz en intervalos de 0.5 segundos por pozo usando un luminómetro BD 

Monolight 3010C (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.) Los resultados se 

calcularon como la relación de la actividad luciferasa de luciérnaga sobre la actividad luciferasa de 

renilla y se expresaron como porcentajes de actividad promotora considerando el vector con el 
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promotor nativo. Los ensayos se realizaron en tres experimentos independientes cada uno por 

triplicado.  

Figura. Vectores utilizados para el estudio de las variantes del promotor 

               

Figura 7. El vector PGL3-Basic expresa el gen de la luciferasa de luciérnaga, el promotor del gen LIPC fue clonado en este 

vector para analizar su actividad en presencia de las variantes. El vector pRL-TK se utilizó para ajustar los ensayos de 

acuerdo con la eficiencia de transfección. 

 

Figura. Ensayos de gen reportero mediante el plásmido que expresa el gen de luciferasa 

 

Figura 8. La medición del gen reportero se realizó en células transfectadas transitoriamente que expresaban el gen reportero 

de la luciferasa, que en contacto con su sustrato resulto en la emisión de luz, que se logró  medir en un luminómetro. Se 

utilizó como control interno el gen de la renilla. 

 

6.6.2 Variantes en secuencia codificante 

Para el análisis del efecto funcional in vitro de las variantes se transfectaron células HEK-293T con un 

plásmido que genera la proteína LH fusionada a la GFP (LH-GFP).  Los análisis in silico consistieron 
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en un modelado por homología, estos se realizaron solo para las dos variantes que no existía evidencia 

de su efecto en ensayos funcionales in vitro (R135C, y Q355R). 

 

 

6.6.2.1 Análisis in silico para las variantes R135C y Q355R 

Se realizó un análisis in silico de modelado por homología ya que no se conoce la estructura 

tridimensional de la proteína LH. Para este análisis se utilizó el programa MODELLER que es una 

herramienta computacional que permite a partir de la secuencia primaria de aminoácidos generar un 

modelo tridimensional de la proteína [Sali y Blundell, 1993; Fiser y Sali, 2000].  

 

El primer paso es generar una secuencia templado a partir de un alineamiento múltiple de secuencias 

homólogas a la secuencia de interés. Para evitar resultados de baja calidad sólo se consideraron 

secuencias con una identidad ≥70% con la secuencia primaria de aminoácidos de LH. A partir de este 

templado se buscó en la base del  banco PDB (Proteín Data Bank) estructuras tridimensionales que 

tuvieran homología con el templado y gracias a esto se generó el modelo tridimensional (3D) de la 

proteína LH. Para ser rigurosos en este modelado sólo se consideraron estructuras cuya cristalografía 

de Rayos X tuvieran una resolución ≤ 0.5 Å (Figura 9). Se realizó una búsqueda bibliográfica para 

identificar si estas variantes se encontraban en algún dominio funcional de interés. 
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Figura. Flujo de trabajo para el análisis in silico de las variantes R135C y Q355R 

 

Figura 9. A partir de la secuencia primaria de aa de la LH se realizó un alineamiento múltiple de secuencias con una 

similitud mayor al 70%; a partir de este y conociendo las estructuras tridimensionales de homólogos a estas secuencias se 

modelo la posible estructura de la LH gracias al programa MODELLER, Las mutaciones fueron sustituidas por separado en 

la secuencia nativa de LH para conocer el efecto en la estructura tridimensional. 

 

 

6.6.2.2 Análisis del efecto funcional in vitro de las variantes de secuencia codificante 

Para los ensayos in vitro de las variantes de secuencia codificante se utilizó el plásmidos pReceiver 

M03-LH (GeneCopoeia) el cual expresa el gen LIPC bajo en control del promotor de citomegalovirus. 

El producto de este gen genera la proteína LH fusionada a la proteína verde fluorescente (LH-GFP).  

La autenticidad del inserto comercial fue verificada por análisis de restricción y secuenciación directa. 

A partir de este vector original se construyeron las clonas mutantes de proteína LH: R135C, S289Fy 

Q355R. La técnica utilizada fue mutagénesis sitio dirigida, el proceso fue el mismo que en el punto 

5.6.1.2.2, y las secuencias de los oligonucleótidos que se utilizaron se muestras en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para generar las variantes de secuencia codificante del gen LIPC 

 

Variante cadena secuencia 

R135C + 5’ CACCATCGCCGTCTGCAACACCCGCCTT 3’   

R135C - 5’ AAGGCGGGTGTTGCAGACGGCGATGGTG 3’ 

S289F + 5’ CTTTTCATCGACTTCTTGCTGCACGCC 3’   

S289F - 5’ GGCGTGCAGCAAGAAGTCGATGAAAAG 3’ 

Q355R + 5’ TTATCATTACCGGTTAAAGATCCAGTTCATCAACC 3’ 

Q355R - 5’ GGTTGATGAACTGGATCTTTAACCGGTAATGATAA 3’ 

 

Los plásmidos recombinantes se verificaron mediante secuenciación directa. Se transfectaron las 

células renales embrionarias humanas HEK-293T ya que éstas no expresan el gen LIPC; además de 

que los genes bajo el control del promotor de citomegalovirus tienen una alta expresión en esta línea 

celular. Las células se cultivaron en las mismas condiciones y en el mismo medio que en el ensayo del 

punto 5.6.1.2.2. Para la transfección también se utilizaron los lípidos catiónicos, así como placas de 6 

pocillos. Después de las 24 horas de la siembra una vez alcanzada la confluencia del 50-55% se 

transfectaron por separado cada una los vectores con una de las tres variantes, además del vector con la 

proteína nativa y el vector vacío (pReceiver M03). La proteína GFP nos permitió observar la 

localización celular de la LH en un microscopio confocal y además ajustar los estudios funcionales de 

acuerdo con la emisión de fluorescencia de las células pues esta estaba relacionada directamente con la 

eficiencia de transfección (Figura 11 y Figura 12). 
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Figura. Proceso para la transfección de las células utilizando lípidos catiónicos 

 

Figura 10. La transfección se realizó en células HepG2 para los ensayos de gen reportero que permitieron analizar el efecto 

de las variantes -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A o en células HEK-293T para estudiar los efectos de las variantes R135C, 

S289F y Q355R. 

 

Figura. Vector utilizado para el estudio de las variantes de secuencia codificante 

 

Figura 11. Este plásmido contiene un promotor viral que permite la sobre-expresión de la proteína LH en células de 

mamífero, la proteína LH está fusionada a la proteína GFP (LH-GFP) esto permitió la observación de la proteína bajo 

microscopio así como los ensayos de secreción.  
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6.6.2.2.1 Ensayos de secreción de la proteína LH 

Después de 6 horas de la transfección se les cambio a las células el medio por medio DMEM 

suplementado y se les dejó hasta completar 24 horas para su recuperación. Al término de esta 

incubación las células se despegaron y se sembraron en medio DMEM suplementado. 

Aproximadamente el 25% se reservaron para ensayos de citometría de flujo sembrándose en placas 

con el formato de 6 pocillos, el otro 75% (4.0 x 105 células) se sembró en otras placas del mismo 

formato para obtener proteínas de lisado celular y de sobrenadantes.  

 

Estas proteínas se utilizaron para realizar dos ensayos: el ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) y el inmunoblot. En conjunto estos análisis nos permitieron estimar la proteína LH intracelular 

y en sobrenadantes; mientras que la citometría de flujo nos permitió realizar una cuantificación 

indirecta de la secreción de la proteína LH. Una mínima cantidad de células (1 x 104) se sembró por 

duplicado por cada ensayo al centro de un cubreobjetos redondo de 1cm de diámetro que se dejó 

sumergido en los pozos de una placa de 12 para analizarse en microscopio confocal. Todos y cada uno 

de los análisis se realizaron por triplicado y tres repeticiones. 

 

 

6.6.2.2.1.1 Citometría de flujo 

Las células reservadas para este ensayo se despegaron después de 48 horas de transfección y se lavaron 

con PBS a temperatura de 37oC, después se resuspendieron en 500 µL de PBS. Se leyeron 10,000 

células en un citómetro de flujo FACScan de Beckton Dikinson. La emisión de fluorescencia de la LH-

GFP fue captada en el canal FL1 que es en donde emite esta proteína. Se les colocó a las células 

20U/mL de heparina durante 20 minutos para promover la secreción de la proteína fusionada LH-GFP 

y las células se leyeron nuevamente en citómetro (Figura 12).  

 

 

6.6.2.2.1.2 Microscopia confocal 

Después de 48 horas de la transfección a las células adheridas al cubreobjetos se les cambio el medio 

por medio DMEM completo, uno de los dos cubreobjetos fue tratado con heparina 20U/mL por 20 

minutos. Al cabo de este tiempo los cubreobjetos se montaron en un portaobjetos usando el reactivo 

Fluorescence Mounting Medium de abcam. Este reactivo evita la deshidratación de la muestra y la 
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pérdida de fluorescencia. Se tomaron imágenes en escaneo usando en el Microscopio Confocal Nikon 

A1R+ STORM. (Figura 12). 

 

 

6.6.2.2.2  Recuperación de sobrenadantes y lisado celular  

Se les cambió el medio a las células reservadas para este ensayo conforme a la figura 12 y después de 

36 horas de la transfección se les volvió a remplazar por 600µL de medio RPMI sin rojo de fenol y sin 

suero de ternera. A este medio se le añadieron antibióticos y 20U/mL de heparina. Después de 12 

horas se recolectaron los sobrenadantes y se centrifugaron en microcentrifuga por 5 minutos a una 

velocidad de 5000 rpm y una temperatura de 4oC. Se recuperaron los sobrenandantes libres de células 

y se guardaron a -70 oC para los ensayos de ELISA y el inmunoblot. Las células se despegaron de los 

pozos con 1mL de PBS frio usando un gendarme. Se centrifugaron por 5 minutos a 5000 rpm y una 

temperatura de 4oC. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron en 50 µL de NH3/NH4Cl 50 mM 

(pH 8,1). Las células se lisaron en frío mediante sonicación con 5 pulsos de 4 segundos. El lisado 

proteico se recuperó después de centrifugar a 15000 rpm durante 10 min y una temperatura de 4oC. 

Este lisado se guardó a -70oC para su posterior análisis de ELISA y el inmunoblot (Figura 12). 

 

 

6.6.2.2.2.1 Ensayos ELISA 

Esta técnica nos permitió la cuantificación de la proteína en sobrenadantes y en los lisados 

intracelulares para esto se utilizó el kit Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit de USCN. Se 

preparó la curva patrón con un estándar de concentraciones entre los 200 ng/mL y 3.12 ng/mL. Se 

descongelaron las muestras y se cuantificaron, se diluyeron aquellas muestras que no estuvieron en el 

rango dinámico de la curva patrón.  

 

El ensayo consistió en una serie de incubaciones a 37oC en las que las muestras y el estándar se 

colocaron en los pozos que contenían el anticuerpo primario adherido. Después el anticuerpo anti-LH 

de la fase móvil acoplado a biotina se unió en proporción a la cantidad de LH presente en las muestras. 

Se lavaron los pozos y se pusieron en contacto con la primera solución de revelado que contenía 

avidina acoplada a peroxidasa de rábano; la avidina se unió gracias a la presencia de la biotina. Por 

último después de los lavados, se colocó una solución de TMB (tetrametil-benzidina) que es el sustrato 
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de la peroxidasa y que al transformase produjo una molécula de color azul que se leyó a 450 nm. Los 

tiempos de lavados e incubaciones se realizaron conforme a las especificaciones del fabricante. 

 

 

6.6.2.2.2.2  Inmunoblot 

Se realizó un inmunoblot de extractos proteicos del lisado celular (2 µg) y de los sobrenadantes (40 

µL) de células HEK293T transfectadas. La electroforesis se realizó en un gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 10% separado por 2.5 horas a 120 Volts. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

PVDF durante 12 horas a 50 volts y una temperatura de 4oC. El bloqueo se realizó por 1 hora con 

TBS-Tween (0.1%) y 5% de leche. El anticuerpo primario monoclonal anti-LH (Santa Cruz) se diluyó 

1:2,000 y se incubó 4 horas en TBS-Tween más 3% de albúmina. El anticuerpo secundario anti IgG de 

ratón marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz), se incubó por una hora y se preparó en una 

dilución 1:15,000 en TBS-Tween más 5% de leche. La membrana PVDF se puso en contacto con los 

reactivos GE Healthcare Amersham™ ECL Select los cuales mediante reacciones acopladas generan 

quimioluminiscencia en presencia de la peroxidasa de rábano. Para el revelado se utilizó una placa 

radiográfica, el revelador y el fijador de marca Kodak; esto permitió evidenciar la presencia de la 

proteína LH. 
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Figura. Diagrama de los ensayos para los estudios in vitro de las variantes de secuencia codificante 

R135C, S289F y Q355R del gen LIPC. 

 

Figura 12. Para estos ensayos in vitro de las mutaciones  R135C, S289F y Q355R se estudiaron células completas 

transfectadas con los vectores que producían las proteínas mutadas o los extractos proteicos de lisados celulares y los 

sobrenadantes de estas. 

 

 

 

6.7 Análisis Estadístico  

6.7.1 Análisis del efecto de la variante -514 C>T sobre los parámetros bioquímicos 

Las variables cuantitativas (ejemplo C-HDL, glucosa plasmática, IMC, etc) fueron expresadas como 

medias y rango intercuartil (RIQ). Las variables categóricas (DT2, hipertensión y género) fueron 

expresadas como porcentajes. Para realizar comparaciones entre dos o tres grupos se realizaron prueba 

de T de Student o U de Mann–Whitney así como ANOVA o prueba de Kruskal–Wallis de acuerdo a lo 

que corresponde. Se utilizó el método post hoc de Dunn–Bonferroni para analizar diferencias 

significativas en comparaciones múltiples. La prueba de Chi cuadrada se usó para realizar 

comparación de variables nominales en análisis bivariados. El Equilibrio de Hardy-Weinberg fue 

determinado gracias a una prueba de Chi cuadrada en los controles no diabéticos. En todos los análisis 

donde se incluyó el polimorfismo -514 C>T se consideró un modelo genético aditivo.  
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6.7.1.1 Modelo de Mediación para evaluar el efecto de la variante -514 C>T 

Para evaluar los efectos directos e indirectos entre la variable genética – 514 C>T y la DT2 se realizó 

un análisis de mediación utilizando el programa Mplus v.8.3 [Muthén y Muthén, 2017]. El análisis de 

mediación ya ha sido utilizado para evaluar el papel de variantes genéticas en rasgos metabólicos 

[Raghavan y cols., 2015; Singh y cols., 2015; Ochoa y cols., 2020]. Previo al análisis se realizó la 

transformación de los niveles de C-HDL a valores de su logaritmo (Log C-HDL) para considerarse 

como variable mediadora. También se incluyó el análisis del IMC como variable mediadora entre el 

polimorfismo -514 C>T y la DT2 o los niveles de C-HDL como posibles desenlaces. Todos los 

modelos fueron ajustados por las variables de ancestría, la edad, el género y el IMC. Los niveles de 

triglicéridos no fueron considerados como variable de ajuste independiente ya que en los modelos los 

triglicéridos y el IMC tenían una alta correlación. El genotipo se incluyó en un modelo genético 

aditivo ya que para esta variante ha mostrado ser el más adecuado. 

 

También se removieron las rutas que no fueron significativas del modelo final. El C-HDL fue 

introducido al análisis como una variable cuantitativa y no como variable dicotómica por lo fue 

necesario realizar el enfoque ponderado por prevalencia sugerido por Venderweele y Vansteelandt 

[Vanderweele y Vansteelandt, 2010]. Debido al resultado binario, se utilizó una parametrización delta 

en la estimación de los parámetros. La bondad de ajuste de los modelos finales se evaluó mediante 

índices como el resumen estandarizado de los residuos de covarianza promedio [error cuadrático 

medio de aproximación (RMSEA, root mean square error of approximation)], el índice de ajuste 

comparativo (CFI, Comparative fit index) y el índice de Tucker-Lewis (TLI, Tucker–Lewis index).  

 

 

6.7.1.2 Corrección de los análisis por estratificación de ancestría 

Todos los participantes seleccionados para el estudio de la variante -514 C>T del gen LIPC habían 

participado previamente en alguno de dos estudios del genoma completo para analizar genes 

relacionados con la hipertrigliceridemia (GWAS-TG) o con el riesgo a la DT2 (GWAS-DT2). Por lo 

tanto para el ajuste de ancestría se consideró un índice basado en el primer componente principal de los 

estudios GWAS. Esto gracias a que en un modelo de regresión lineal la correlación del primer 

componente principal de los dos estudios GWAS fue del 0.83, además de que la correlación del primer 

componente principal del GWAS-DT2 con el porcentaje de ancestría nativa americana fue del 0.91. 
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Esto nos permitió una adecuada discriminación entre la ancestría americana y europea utilizando un 

solo índice de etnicidad. Para los participantes que solo tenían datos del GWAS-TG los valores del 

primer componente principal del GWAS-DT2 fueron imputados.  

 

 

6.7.2 Análisis del efecto de las variantes que posiblemente son mutaciones sobre los parámetros 

bioquímicos 

Se realizó una prueba de asociación intrafamiliar mediante una U de Mann-whitney se analizó si 

existen diferencias significativas entre los individuos que presenten las variantes y los no portadores. 

Esto nos permitió conocer el patrón de segregación de la posible mutación.  

 

 

6.7.3 Determinación del efecto funcional in vitro de las variantes 

6.7.3.1 Variantes de promotor 

Las actividades de luciferasa leídas por el luminómetro en unidades relativas de luz se normalizarán de 

acuerdo a la eficiencia de transfección. Esto se realizó dividiendo cada actividad de luciferasa de 

luciérnaga entre la correspondiente actividad de luciferasa de renilla. Se consideró un 100% de 

actividad para el promotor nativo (sin ninguna de las variante) y de esta forma se expresó el porcentaje 

de actividad de cada una de las variantes. Se determinó si existen diferencias significativas en la 

actividad del promotor para las variantes -514 C>T, -480 C>T, -592 G> al comparadas con la actividad 

del promotor nativo mediante una prueba de ANOVA y se utilizó la prueba de Dunn-Bonferroni para 

el análisis pos hoc y cálculo de la p para las comparaciones de cada variante con el promotor nativo 

(α=0.05). 

 

 

6.7.3. Variantes de secuencia codificante 

También en el caso de las variantes de la secuencia codificante se realizó la normalización de los 

experimentos de acuerdo a la eficiencia de transfección; y se determinó si existen diferencias 

significativas entre la cantidad de enzima secretada, e intracelular mediante diferentes métodos 
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experimentales. Las pruebas estadísticas utilizadas fueron las mismas que en el caso de las variantes de 

promotor. También se hicieron las comparaciones de las proteínas mutantes con respecto a la proteína 

nativa, y se realizó el cálculo de la p para saber si las diferencias eran estadísticamente significativas 

(α=0.05). 

 

Para obtener la eficiencia de transfección de las células, se registró el porcentaje basal de células 

fluorescentes de cada una de las transfecciones (LH nativa o LH con las mutaciones), este dato se 

multiplicó por la media de fluorescencia de su correspondiente población celular. El dato resultante se 

registró como índice de fluorescencia basal y fue el que se utilizó para ajustar los ensayos de acuerdo 

con la eficiencia de transfección.  

 

Para el análisis de secreción por medio de citometría de flujo, una vez registrado el índice de 

fluorescencia basal se les colocó a las células 20U/mL de heparina durante 20 minutos para promover 

la secreción de la proteína fusionada LH-GFP. Se calculó el índice de fluorescencia después del 

estímulo. El porcentaje de secreción de la proteína LH se calculó como la diferencia entre el índice de 

fluorescencia inicial menos el índice de fluorescencia después del estímulo con heparina, dividido todo 

entre el índice de fluorescencia inicial. En este caso no fue necesario realizar un ajuste adicional de los 

valores por eficiencia de transfección. 
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7. Resultados 

 

7.1 La variante -514 C>T incrementa los niveles de C-HDL e indirectamente disminuye el riesgo 

de desarrollar de DT2 

Dado que la frecuencia de la variante -514 C>T en población general fue mayor al 5% esta se estudió 

en una cohorte de 2105 individuos para evidenciar su posibles efectos. Los niveles de C-HDL fueron 

mayores entre los portadores del genotipo TT en comparación con los portadores del genotipo CC 

(concentraciones medias: 1,11 vs 1,06 mmol/L, p <0,027, respectivamente). No se encontraron 

diferencias en otros lípidos entre los grupos. La glucosa en ayunas y la frecuencia de DT2 también 

fueron más altas en el grupo TT en comparación con los individuos CT y CC (5,1 vs 4,9 mmol/L, p 

<0.001; 26.9%, 20% y 15.7%, p <0.001, respectivamente, Tabla 5). 

 

Para explicar las diferencias en la distribución de individuos con DT2 entre los genotipos se realizó un 

análisis de mediación para explorar el papel de la variante -514C> T sobre los niveles de C-HDL y su 

posible asociación con la DT2. En el análisis se consideró la edad, el sexo, la etnicidad y el IMC como 

variables independientes. Se encontró que la variante -514C>T está significativamente asociada a 

aumentar los niveles de C-HDL (β = 0.03; p <0,001). Los niveles altos de C-HDL a su vez disminuyen 

el riesgo de desarrollar DT2 (β = - 1,07; p <0,001). Por tanto, el efecto indirecto de la variante -

514C>T protege contra el riesgo de DT2 al aumentar los niveles de C-HDL (β = -0.03; p <0.001). 

[Figura 13 y tabla 6]. 

 

Además, las variables que afectan directamente el status de DT2 en nuestro modelo son la ancestría 

europea (β = - 7,20; p <0,001), la edad (β = 0,04; p <0,001), el sexo masculino (β = - 0,15; p = 0,02) y 

el C-HDL (β = - 1,07; p <0,001). El C-HDL está afectado por otras variables: el IMC (β = - 0.01; p 

<0,001), el sexo masculino (β = - 0,19; p <0,001) y la ancestría europeo (β = 0,67; p <0,001). En 

contraste, el IMC fue directamente influenciado por la ancestría europea (β = - 7,61; p = 0,004) y 

marginalmente por la variante -514C> T (β = - 0,26; p = 0,06). El papel del IMC como variable 

mediadora entre -514C> T y la DT2 no fue significativa (p = 0,18) ni entre-514C> T y el C-HDL (p = 

0.06). La etnicidad fue la única variable con efectos significativos en todas las variables dependientes 

(DT2, C-HDL e IMC). Los resultados del estudio de la variante común -514 C>T del gen LIPC dieron 

origen a la publicación que es requisito para la obtención del grado y se encuentra en el anexo 4. 
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Figura. Representación gráfica de los efectos directos e indirectos entre el polimorfismo -514C>T 

LIPC, la DT2, el C-HDL, la edad, la etnicidad, el género y el IMC. 

 

Figura 13. Modelo de mediación para explorar las relaciones entre el polimorfismo -514C>T del gen LIPC, la DT2,  el C-

C-HDL, la edad, la etnicidad, el sexo, y el IMC. Los valores en las flechas representan los valores del coeficiente beta no 

estandarizados y el error estándar que describen la relación entre las variables. El C-HDL actúa como un mediador  a través 

del cual el polimorfismo -514 C>T  ejerce sus efectos sobre el riesgo de DT2.  
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Tabla. Parámetros clínicos y bioquímicos de los participantes en estudio por genotipos del polimorfismo -514C>T del gen  LIPC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 5. De cada parámetro o variable cuantitativa se muestran los valores de mediana y el Rango Intercuartil en paréntesis; de las variables nominales se muestra el 

número de sujetos que  cumplen con el criterio y el porcentaje que representan entre paréntesis. C-total, colesterol total; C-HDL, colesterol HDL; C-LDL, colesterol 

LDL; IMC, Índice de masa corporal; ICT, Índice de cintura talla; DT2, diabetes tipo 2. Los Niveles normales de C-HDL fueron considerados en hombres con C-HDL 

≥1.03 mmol/L y mujeres con un C-HDL ≥1.16 mmol/L. Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis para comparar variables cuantitativas entre los tres grupos y el método 

post hoc Dunn-Bonferroni para realizar comparaciones múltiples. La prueba de Chi cuadrada se usó para realizar comparaciones de variables nominales entre los 

grupos. an=1545;  bCC vs. TT, p=0.027;  cCC vs. TT, p<0.001; dCC vs. CT, p=0.013. En letras negritas se muestran las variables que fueron estadísticamente diferentes 

entre los grupos.  

 

 

 

Características 

C/C 

(401) 

C/T 

(943) 

T/T  

(761) 
valor p  

Género masculino, n (%) 189 (47.1) 423 (44.9) 323 (42.4) 0.291 

Edad (años) 48 (40-56) 48 (41-56) 48 (40-56) 0.591 

C-Total (mmol/L) 5.3 (4.6-6.1) 5.3 (4.7-6.0)  5.4 (4.6-6.1) 0.861 

C-HDL (mmol/L) 1.06 (0.91-1.24) 1.09 (0.93-1.29) 1.11 (0.93-1.32) 0.021b 

C-LDL (mmol/L) 3.1 (2.6-3.8) 3.2 (2.6-3.9) 3.1 (2.6-3.7) 0.228 

Triglicéridos (mmol/L) 2.3 (1.3-3.2) 2.2 (1.3-3.2) 2.3 (1.4-3.1) 0.301 

Glucosa en ayuno (mmol/L)  4.9 (4.5-5.4) 4.9 (4.5-5.5) 5.1 (4.6-5.9) 0.001c,d 

IMC (kg/m2) 28.6 (26-31.2) 27.7 (25.3-30.7) 28 (25.5-30.9) 0.051 

ICT 0.58 (0.53-0.62) 0.57 (0.53-0.62) 0.58 (0.53-0.62) 0.419 

Presión sistólica (mmHga) 120 (110-130) 120 (110-130) 120 (110-130) 0.349 

Presión diastólica (mmHga) 80 (70-82) 80 (70-82) 80 (70-80) 0.346 

Hipertensión, n (%)a 110 (38.1) 223 (33.1) 180 (30.9) 0.109 

Niveles normales de C-HDL, n (%) 197 (49.1) 453 (48.0) 402 (52.8) 0.135 

DT2, n (%) 63 (15.7) 189 (20.0) 205 (26.9) <0.001 
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Tabla. Efectos directos e indirectos entre el polimorfismo -514C>T del gen LIPC, la DT2, el C-HDL, la edad, la etnicidad, el género y el IMC. 

 

   

Efectos Directos 

  

Efectos Indirectos 

Variables        

Dependiente Independiente Coeficiente 

beta 

estandarizado 

Coeficiente beta 

no estandarizado 

(error estándar) 

valor p  

 

                  Coeficiente  

                      beta 

                   estandarizado 

Coeficiente beta 

no estandarizado 

(error estándar) 

valor p  

DT2         

 Etnicidad -0.232 -7.197 (0.865) <0.001     

 Edad 0.352 0.038 (0.003) <0.001     

 C-HDL -0.246 -1.065 (0.092) <0.001     

 Género -0.066 -0.148 (0.062) 0.017     

 IMC -0.043 -0.012 (0.007) 0.064     

 -514C>T 0.055 0.084 (0.045) 0.062     

    -514C>T->  C-HDL-> DT2 -0.021 -0.032 (0.009) <0.001 

    -514C>T-> IMC -> C-HDL-> DT2 -0.002 -0.003 (0.002) 0.066 

   C-HDL         

 Etnicidad 0.094 0.670 (0.153) <0.001     

  Género -0.363 -0.188 (0.011) <0.001     

 IMC -0.194 -0.013 (0.001) <0.001     

 -514C>T 0.094 0.030 (0.008) <0.001     

IMC         

 Etnicidad -0.069 -7.607 (2.618) 0.004     

 -514C>T -0.047 -0.257 (0.136) 0.058     

Tabla 6. En esta tabla se enlistan las variables que tienen un efecto directo o indirecto sobre la DT2, el C-HDL o el IMC. El análisis de mediación se realizó 

considerando al polimorfismo -514C>T en un modelo genético aditivo. Se consideró que un efecto era significativo cuando el valor p <0.05. Los componentes 

principales de dos estudios  GWAS se utilizaron para estimar la etnicidad, discriminando entre la ancestría nativa Americana y la ancestría Europea.  En letras negritas 

se muestran las variables que tenían algún efecto estadísticamente significativo en los modelos. DT2, diabetes tipo 2; C-HDL; IMC, Índice de masa corporal.  
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7.2 La variante Q355R se comporta como una mutación de alta penetrancia que incrementa los 

niveles de C-HDL. 

Dado que la frecuencia de las variantes exclusivas de grupo en la población general es menor al 3% se 

decidió estudiarlas como posibles mutaciones y se invitó a familiares de los portadores a participar en 

el estudio para identificar los patrones de segregación. Se genotipificaron 2 familias con la variante 

Q355R (Figuras 14 y 15). Un total de 17 individuos entre ambas familias aceptaron participar en el 

estudio; de ellos 8 portaban la variante en forma heterocigota. Se lograron medir varios parámetros 

bioquímicos y antropométricos, se agruparon los individuos por genotipos  AA y AG se calcularon las 

medias de cada grupo como se aprecian en la tabla 7. 

 

Figura. Estructura de la familia AL que porta la variante Q355R del gen LIPC 

 

 

Figura 14. En este familia los portadores del alelo R355 (nucleótido G)  se encuentra en color rojo. El sujeto índice está 

indicado con una flecha, C-HDL, colesterol de alta densidad; C-LDL, colesterol de baja densidad; C-Total, colesterol total; 

ApoA1, apolipoproteína A1; ApoB, apolipoproteína B; IMC, índice de masa corporal. Las unidades de los lípidos, 

apolipoproteínas y glucosa se encuentran en mg/dL, las unidades de la insulina son µU/mL, y las del IMC, Kg/m2. . Se logra 

apreciar un patrón de cosegregación de niveles elevados de C-HDL con el alelo G. 
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Figura 15. Estructura de la familia HG portadora de la variante Q355R del gen LIPC 

 

Tabla. Parámetros clínicos de los portadores de la variante Q355R por genotipos 

 

Características 
A/G (n=8) AA (n=9) valor p  

C-Total (mg/dL) 206.5 (184.7-229.2) 190 (175.0-220.5) 0.321 

C-HDL (mg/dL) 73.5 (47.1-79.7) 41 (38.5-48.0) 0.015 

C-LDL (mg/dL) 121.0 (91.5.136.5) 118.0 (93.5-137.0) 0.888 

Triglicéridos (mg/dL) 101.9 (77.2-161.1) 190.0 (84.8-242.2) 0.277 

Glucosa en ayuno (mg/dL) 90.0 (87.2-107.0) 101.0 (85.0-104.0) 0.888 

Insulina  (µU/mL) 8.7 (4.9-15.2) 8.6 (6.1-9.7) 0.888 

ApoA1(mg/dL) 155.4 (135.7-213.8) 138.0 (121.5-166.5) 0.114 

ApoB (mg/dL) 99.2 (76.4-120.5) 106.0 (90.4-119.5) 0.673 

IMC (kg/m2) 26.9 (23.8-33.0) 28.8 (26.9-29.8) 0.743 

Presión sistólica (mmHg) 125 (120-137.5) 140.0 (119.0-160.0) 0.321 

Presión diastólica (mmHg) 80.0 (75-97.5) 82.0 (80.0-95.0) 0.606 

Cintura (cm) 93.4 (84.0-111.5) 98.0 (92.5-110.5) 0.41 

Cadera (cm) 102.5 (97.9-109.0) 105.0 (101.0-109.0) 0.815 

 

Tabla 7. Considerando las dos familias se logra ver que los portadores de la variante tienen mayores niveles de C-HDL 

(p=0.015). Ningún otro parámetro fue significativo en la prueba de U de Mann Whitney. C-HDL, colesterol de alta 

densidad; C-LDL, colesterol de baja densidad; C-Total, colesterol total; ApoA1, apolipoproteína A1; ApoB, 

apolipoproteína B; IMC, índice de masa corporal. Las unidades de los lípidos, apolipoproteínas y glucosa se encuentran en 

mg/dL, las unidades de la insulina son µU/mL, y las del IMC, Kg/m2. 
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Se realizaron pruebas de comparación no paramétricas mediante la U de Mann-Whitney de cada uno 

de los parámetros clínicos y bioquímicos diferenciando los grupos entre portadores y no portadores de 

la variante; se observó que los portadores de la variante presentan niveles elevados de C-HDL (p = 

0.015). En estas familias la variante no se relacionó con otros rasgos metabólicos (Tabla 7 y figura 16). 

Esta variante parece comportarse como una mutación de alta penetrancia con un efecto importante en 

la modulación de los niveles séricos de C-HDL, ya que el C-HDL del grupo de portadores de la 

variante es 30 unidades mayor que los no portadores. 

 

Figura. Gráfico que muestra la mediana de C-HDL de las familias con la Q355R agrupados por genotipos 

 

Figura 16. Valores de C-HDL (mg/dL) agrupados por genotipo AA o AG de la variante Q355R del den de la LIPC. Los 

valores C-HDL son 30 unidades mayores en los portadores del alelo menor G de acuerdo con una prueba estadística  U de 

Mann-Whitney (p = 0.015). 

 

Se analizó una familia más con una de las variantes de promotor la -480 C>T; mediante estadística no 

paramétrica se observó que el alelo T de la variante en -480 muestra una tendencia a niveles elevados 

de C-HDL (p= 0.0641). Sin embargo, se debe considerar que el número de miembros con cada uno de 

los genotipos es muy pequeño, por lo que se debe invitar a otros familiares a participar en el estudio. 

No se observó asociación a otros rasgos metabólicos (Figura 17 y 18). 
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Figura. Estructura de la familia QM portadora de la variante -480 C>T del gen LIPC 

 

Figura 17. Los portadores de la variante -480 C>T tienen mayores niveles de C-HDL, debido al pequeño nnúmero de 

muestras esta diferencia  no alcanzó significancia estadística (p=0.0641). Las unidades de los lípidos, apolipoproteínas y 

glucosa se encuentran en mg/dL, las unidades de la insulina son µU/mL, y las del IMC, Kg/m2. C-HDL, colesterol de alta 

densidad; C-LDL, colesterol de baja densidad; CnoHDL, es = C-Total - C-HDL; C-Total, colesterol total; ApoB, 

apolipoproteína B; IMC, índice de masa corporal.   

 

Figura 18. Gráfico que muestra la mediana de C-HDL de la familia portadora de la variante -480 C>T 

agrupados por genotipos 
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7.3 Análisis del efecto funcional de las variantes in vitro e in silico 

7.3.1 Mediante un análisis in silico se determinó que el alelo menor de las variantes -480 C>T y -

592 G>A pueden modificar la unión de factores de transcripción 

Se realizó un análisis in silico para identificar posibles elementos de respuesta en las secuencias donde 

se identificaron las variantes del promotor -592 G>A y-480 C>T. Se utilizaron los programas PATCH, 

Genomatix, y Alibaba 2.1 y se consideraron solo los elementos de respuestas con una similitud mayor 

al 85% con la secuencia del promotor del gen LIPC. Los resultados se muestran en la tabla 8. 

 

Tabla. Elementos de respuesta identificados en el análisis in silico 

 

Tabla 8. Elementos de respuesta a los factores de trascripción identificados en las secuencias alrededor de la posición -592 

y -480 del gen de la LIPC. Se consideraron solo aquellos elementos de respuesta en los que la presencia del alelo menor de 

la variante analizada interrumpiera la unión del factor de transcripción. Cadena, indica el sentido de la cadena (+, sentido 5’ 

a 3’); Similitud con el core, indica el porcentaje de identidad del promotor del gen LIPC con la secuencia consenso del 

elemento de respuesta. En color rojo se encuentra la variante de interés. 

 

Para la selección de estos factores de transcripción se consideraron solo aquellos en que los que la 

presencia del alelo menor de la variante analizada interrumpiera por completo su unión, además solo 

seleccionamos los factores de transcripción  que se expresan en el hígado humano adulto, por lo cual 

potencialmente podrían estar modificando la expresión del gen LIPC. Tanto el factor de transcripción 

Variante Factor de transcripción cadena Similitud con el core secuencia 

 

-592 G>A 
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PU.1 como la proteína con dedos de zinc humana podrían unirse a una secuencia que incluye el 

nucleótido en la posición -592. Se sabe que el PU.1 forma heterodímeros con C/EBPα y modifica la 

expresión de genes que participan en  hematopoyesis, sin embargo, al igual que la proteína con dedos 

de zinc no se ha observado que incida en la transcripción de genes relacionados con el metabolismo de 

lípidos [McKnight y cols., 1989]. 

 

De acuerdo con la predicción realizada con 2 programas bioinformáticos (AliBaba y PATCH), el 

receptor de estrógeno α (REα) probablemente modifica la expresión del gen LIPC, a través de un 

elemento de respuesta que incluye el nucleótido C de la posición -480. El REα modifica la expresión 

de genes que participan en el metabolismo de lípidos, incluyendo a la ApoA1 y el receptor de LDL 

(LDLR). Además modifica la expresión del gen LIPC  a través de un elemento de respuesta ubicado 

entre los nucleótidos -1557 a -1175 (Parini y cols., 1997; Jones y cols., 2002; Rufibach y cols., 2006). 

Aunque la secuencia anterior incluye casi 400 nucleótidos y no se ha podido identificar la secuencia 

puntual se sabe que este receptor disminuye la expresión del gen LIPC de manera muy importante, no 

se descarta que otro elemento de respuesta se encuentre en la secuencia que indica el análisis in silico. 

 

7.3.2 Los alelos menores de la variante -480 C>T y la variante -592 G>A disminuyen la unión de 

proteínas nucleares. 

Para entender los efectos que pudieran tener las variantes -480 C>T, y -592 G>A en la expresión del 

gen LIPC se realizaron ensayos EMSA. Se usaron 5 y 10 μg de proteínas nucleares de las células 

HepG2. Considerando los resultados in silico para el estudio de la variante -480 C>T se estimularon 

las células HepG2 con estradiol (E2) por 30’ y 60’ minutos  y después se obtuvieron las proteínas 

nucleares. En la figura 19 los carriles 1 a 3 corresponden a una sonda de 22 nucleótidos con la 

secuencia del promotor del gen LIPC que incluyen alelo -480C y los carriles 4 a 6 corresponden a la 

sonda con el alelo T. La presencia de estradiol no parece tener ningún efecto en la modificación de los 

complejos, sin embargo, se puede observar que en los 3 carriles donde se encuentran la sonda con el 

alelo menor -480 T los complejos son menos abundantes que en la presencia del alelo -480 C (Figura 

19).  
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Figura. Ensayo EMSA de la variante -480C>T y -592G>A 

 

Figura 19. El alelo menor de la variante -480 C>T, y la variante -592 G>A disminuyen la unión de proteínas nucleares. Los 

carriles 1 a 3 corresponden a la sonda con el alelo C en la posición -480 y de los carriles 4 a 6 corresponden a la sonda con 

el alelo -480T. En los carriles 7 a 8 se tiene la sonda con el alelo -592 G y los carriles 9 y 10 corresponden a la sonda con el 

alelo -592 A. La cantidad de proteína utilizada para las reacciones de los carriles 1 a 6, 8 y  10 fue 10 μg. En las reacciones 

de los carriles 7 y 9 se utilizaron 5μg de proteínas nucleares. 30´y 60´ indica el tiempo en minutos que se estimuló a las 

células HepG2 con Estradiol. 

 

En la figura 19 se observan también los resultados de los alelos -592 G y –592 A. En los carriles 7 y 8 

que corresponden al alelo -592 G los complejos son más abundantes que en los carriles 9 y 10 que 

corresponden a los complejos de la sonda -592 A; utilizando las concentraciones de proteínas de 5 y 10 

μg respectivamente. Los resultados anteriores demuestran que estas variantes pueden tener un efecto 

importante en la expresión del gen de la LIPC por lo que los análisis de gen reportero fueron muy 

decisivos en este estudio. 
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7.3.3. Las variantes del promotor -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A disminuyen la actividad 

transcripcional del gen LIPC. 

Para comprobar el posible efecto de funcional de las variantes de promotor del gen LIPC se realizaron 

ensayos de gen reportero de las 3 variantes identificadas (480 C>T, -514 C>T y -592 G>A). Se 

observó que todas ellas modifican negativamente la expresión del gen de forma estadísticamente 

significativa (p<0.001). En la gráfica de la figura 20 se muestran la media de actividad relativa de cada 

una de las variantes considerando 100% de actividad del promotor nativo. Todos los resultados fueron 

normalizados con respecto al gen reportero de la luciferasa de renilla. Las medias de la actividad 

relativa del promotor con las variante fueron 54.8%, 10%, y 31.6% para -480C>T, -514 C>T y -592 

G>A respectivamente. 

Figura. Gráfico de la actividad relativa del promotor del gen LIPC 

 

Figura 20. Las variantes del promotor -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A disminuyen la actividad transcripcional del gen 

LIPC. Las barras representan la actividad relativa del promotor del gen LIPC en células HepG2 transfectadas con el vector 

que expresa el reportero de la luciferasa de luciérnaga. Se muestran los valores de la media y los bigotes correspondientes a 

la desviación estándar de la media para un α=0.05. Datos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La 

prueba de Dunn-Bonferroni demostró que en todos los casos la media de la actividad del promotor con alguna de las 

variantes es diferente al compararlo con el promotor nativo (p<0.001, para cualquier comparación). La variante con mayor 

efecto en disminuir la actividad del promotor es la variante común -514 C>T la cual disminuye al 10% la actividad del 

promotor nativo (p<0.00001).  

 

Las 3 variantes de promotor estudiadas mediante ensayos de gen reportero disminuyen de manera 

importante la expresión del gen LIPC. La variante -514 C>T es la que tiene un mayor efecto al reducir 

al 10% la transcripción. Estos resultados concuerdan con lo observado en la cohorte de 2105 

individuos pues sabemos que la actividad de LH y los niveles de C-HDL guardan una relación inversa 

y en este estudio la variante aumenta los niveles de C-HDL. Por otro lado, de acuerdo a un análisis 
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EMSA los alelos menores de las variantes -480 C>T y -592 G>A disminuyen la unión de proteínas 

nucleares 

 

7.3.4 Efectos de las variantes de la secuencia codificante R135C, S289F y Q355R 

7.3.4.1 Las variantes de la secuencia codificante R135C y Q355R modifican la distribución de 

carga de la proteína LH y la variante S289F se encuentra muy cercana al sitio activo de la 

enzima LH 

Para conocer cuál puede ser efecto de las variantes R135C y Q355R en la estructura tridimensional de 

la proteína LH se realizó un análisis in silico Este análisis se realizó gracias al uso del programa 

MODELLER que nos permitió realizar un modelado por homología. Los resultados se muestran en la 

figura 21. 

 

Figura. Distribución de carga de las proteínas LH R135 y LH C1355 

 

Figura 21. Imágenes tridimensionales de la proteína LH nativa y LH mutada R135C. El templado se construyó incluyendo 

estructuras tridimensionales de Rayos X con una resolución ≤ 0.5 A y una estructura primaria con una identidad ≥70% con 

la secuencia primaria de aminoácidos de la LH. Los colores en la imagen representa la carga superficial de la proteína: el 

color blanco corresponde a carga neutra, el azul a carga positiva y el rojo a carga negativa. 

 

En este modelo tridimensional se aprecia la distribución de carga de acuerdo con un código de colores: 

el color blanco corresponde a carga neutra, el azul a carga positiva y el rojo a carga negativa. El 

aminoácido que se modifica se encuentra en un círculo, la proteína mutada tiene una región con carga 

superficial neutra que se extiende más allá de la posición 135, mientras que en la proteína nativa se 

aprecia una carga superficial positiva en esta zona. Estos resultados nos permiten presumir que esta 

mutación afecta a distancia la densidad electrónica de la proteína LH. Se realizó el mismo análisis para 
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la variante Q355R, los resultados se muestran en la figura 22. 

 

Figura. Distribución de carga de las proteínas LH Q355 y LH R355 

 

Figura 22. Imágenes tridimensionales de la proteína LH nativa y LH mutada Q355R. El templado se construyó incluyendo 

estructuras tridimensionales de Rayos X con una resolución ≤ 0.5 A y una estructura primaria con una identidad ≥70% con 

la secuencia primaria de aminoácidos de la LH. Los colores en la imagen representa la carga superficial de la proteína: el 

color blanco corresponde a carga neutra, el azul a carga positiva y el rojo a carga negativa. 

 

Al igual que en los modelos anteriores, en el círculo se denota al aminoácido modificado por la 

mutación. En los patrones de carga superficial de la vecinidad observamos en la proteína nativa una 

extensa región con carga negativa y pequeñas secciones neutras y positivas; en cambio en la proteína 

mutada la carga superficial es predominantemente positiva. Además de los efectos en la carga también 

observamos cambios en los patrones de crestas y surcos en la superficie de la proteína. Con respecto al 

cambio R135C podemos considerar que los efectos de la mutante Q355R son más evidentes. 

 

También se construyó gracias al sitio UniProt la estructura tridimensional de la proteína LH para 

identificar en ella los residuos mutados (R135, S289 y Q355) y de esta manera considerar en términos 

de estructura secundaria y terciaria que efectos podrían tener estas sustituciones [The UniProt 

Consortium, 2019]. En la figura 23 se observa la imagen generada de la proteína nativa, en color rosa 

se identifican los tres residuos que con las mutaciones son sustituidos. 
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Figura. Estructura tridimensional nativa de la lipasa hepática 

 

 
 
Figura 23. Estructura tridimensional de la proteína LH nativa, se muestran enmarcados en color rosa los residuos que son 

modificados R135, S289 y Q355. En las cajas que se encuentran a los lados se observa que con una alta posibilidad estas 

son las posiciones que ocupan estos residuos. 

 

 

Se puede observar que tanto los residuos R135 como S289 se encuentran dentro de una hélice alfa y el 

residuo Q355 se encuentra en una hoja β plegada. Interesantemente el aminoácido serina 289 se 

encuentra a solo 10 aminoácidos de la histidina que forma parte del sitio catalítico y que además se 

encuentra dentro de la misma hélice alfa. Podemos considerar por tanto que este cambio se localiza a 

tan solo 15 Å del sitio catalítico o lo que son 3 vuelas de la hélice alfa (en una hélice alfa los Cα de dos 

aminoácidos contiguos están separados por 1,5Å y existen aproximadamente 3,6 aminoácidos por 

vuelta). [The UniProt Consortium, 2019]. 

 

Por último, la glutamina de la posición 355 se encuentra en una hoja β plegada que forma parte del 

dominio PLAT (Policesteina-1, Lipoxigenasa, Alfa-Toxina); este dominio está muy conservado dentro 

de las familias de proteínas que se asocian a lípidos o a la membrana plasmática [The UniProt 

Consortium, 2019].  
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7.3.4.2 Las variantes R135C, S289F Y Q355R disminuyen la secreción de la proteína LH así 

como su contenido intracelular 

Para realizar una caracterización de la funcionalidad de las variantes de secuencia codificante se 

realizaron diferentes ensayos in vitro. Uno de los ensayos fue analizar la secreción de la proteína en 

células completas; para ello se realizaron ensayos de citometría de flujo para medir el índice de 

fluorescencia de las células HEK-293 transfectadas con el vector que permitía la expresión de la 

proteína de fusión LH-GFP. El índice de fluorescencia fue calculado antes y después de que las células 

recibieran un estímulo de heparina que promueve su secreción. Al índice de fluorescencia inicial se le 

resto el índice de fluorescencia final y el resultado se dividió entre el índice de fluorescencia inicial. Lo 

anterior nos permitió calcular de manera indirecta el porcentaje de secreción de cada población celular. 

Se compararon los resultados de las proteínas mutadas con la proteína nativa. Los resultados se 

muestran en la figura 24. 

 

Figura. Porcentaje de proteína LH secretada estimada mediante citometría 

 

Figura 24. Las mutantes de secuencia codificantes disminuyen la secreción de la LH. Porcentaje de secreción de la proteína 

de fusión LH-GFP medido mediante citometría de flujo. Se muestran los valores de la media y los bigotes correspondientes 

a la desviación estándar de la media para un α=0.05. Datos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

La prueba de Dunn-Bonferroni demostró que en todos los casos la secreción es diferente al compararlo con la proteína 

nativa (p<0.001), entre las mutantes R135C y LH Q355R no hay diferencias en la secreción de (p>0.05), la secreción de la 

mutante S289F es más elevada que las otras dos mutantes (p<0.001). Datos de tres experimentos independientes realizados 

por triplicado. 

 

Todas las mutaciones afectaron negativamente la secreción de la proteína LH, dos de ellas se 
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encuentran por debajo de la mitad con respecto al valor de la proteína nativa (LH R135C y LH 

Q355R). Los valores medios de secreción de la proteína LH-GFP fueron específicamente: 59.31%, 

24.74%, 40.71% y 18.36% para la proteínas LH nativa, LH R135C, LH S289F y LH Q355R, 

respectivamente. Las medias de secreción de las mutantes son estadísticamente menores con respecto a 

la proteína silvestre (p<0.001), entre las mutantes R135C y LH Q355R no hay diferencias en la 

secreción (p>0.05), la secreción de la mutante S289F es más elevada que las otras dos mutantes 

(p<0.001). 

 

Para identificar cual podría ser la alteración a nivel celular que disminuye la secreción de las proteínas 

mutantes se realizaron microscopías confocal de las células que expresaban estas mutantes. Al igual 

que en los estudios de citometría las células se estimularon con heparina (20U/mL). Se fijaron células 

no estimuladas y células después de recibir el estímulo por 20 min los resultados se muestran en la 

figura 25. 

 

 

Figura. Panel de las células HEK-293T transfectadas con el vector que expresa la proteína LH nativa o 

alguna de sus mutantes. 

 

Figura 25. Se muestran imágenes representativas de las células que expresan la proteína nativa o las mutantes incubadas 

con heparina o sin el estímulo. 
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Aunque en este caso no realizamos un análisis estadístico de estas imágenes consideramos que las 

células que expresan la proteína LH nativa (en el panel identificado como LH) presentan diferencias 

muy importantes entre las células que se incubaron con heparina y las que no se estimularon. En las 

células estimuladas se observa una pérdida importante de la fluorescencia. En los paneles siguientes 

visualmente no se aprecian diferencias entre las células estimuladas y sin estimular. Esto 

probablemente se deba a que las proteínas mutadas tienen alteraciones en su secreción. Sin embargo, 

idealmente se debe realizar la captura de un número adecuado de imágenes y un análisis estadístico de 

estas imágenes para poder realizar un análisis cuantitativo. 

 

Además de la secreción de la proteína LH también nos interesaba conocer la cantidad de proteína LH 

intracelular para inferir si además de la disminución en la secreción pudiera existir una modificación 

en la síntesis o el procesamiento de las proteínas mutadas. Para ello se estimaron la cantidad de la 

proteína LH mediante ELISA e inmunoblot. Se recuperaron las proteínas intracelulares y proteínas de 

los sobrenadantes de células HEK-293T transfectadas con que el vector que expresaba la LH nativa o 

mutadas. Las células se estimularon por 12 horas con heparina (20U/mL). Los resultados de la 

cuantificación por ELISA se presentan en las figuras 26 y 27. 
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Figura. Cuantificación de la proteína LH intracelular mediante ensayos de ELISA 

 

Figura 26. .Las mutantes de secuencia codificante disminuyen el contenido de proteína intracelular. Se muestran los valores 

de la media y los bigotes correspondientes a la desviación de la media para un α=0.05. Datos de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. La prueba de Dunn-Bonferroni demostró que en todos los casos el valor medio del 

contenido de proteína intracelular es menor al compararlo con la proteína nativa (p<0.001), además de que no existen 

diferencias entre las mutantes (p>0.05). 

 

Figura. Cuantificación de la proteína LH en sobrenadantes mediante ensayos de ELISA 

 

Figura 27. Las mutantes de secuencia codificante disminuyen el contenido de proteína en sobrenadantes. Se muestran los 

valores de la media y los bigotes correspondientes a la desviación estándar de la media para un α=0.05. Datos de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado. La prueba de Dunn-Bonferroni evidenció que el contenido de las 

proteínas mutantes en sobrenadantes es menor al compararlo con la proteína nativa (p<0.001). 
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Se puede observar que las mutantes estudiadas disminuyen la cantidad de proteína tanto intracelular 

como extracelular. En cuanto a la proteína en el interior de la célula básicamente todas las mutantes 

disminuyen la proteína LH muy por debajo del 50% de la cantidad cuantificada para  proteína silvestre 

(p<0.001); además entre ellas el contenido es similar (p>0.05 de las comparaciones entre mutantes). 

Los valores de la media de la cuantificación de LH intracelular en ng son: 70.72, 25.55, 30.82, y 27.74 

para las células que expresan las proteínas LH nativa, LH R135C, LH S289F y LH Q355R, 

respectivamente. 

 

Con respecto a la proteína en el sobrenadante, las mutantes R135C y Q355R disminuyen el contenido 

por debajo de 40% (p<0.001) y la mutante S289F disminuye al 65% (p<0.001) considerando el 100% 

para el valor medio del contenido de la proteína nativa. Los valores del contenido de proteína LH en 

sobrenadantes expresado en ng son: 32.03, 12.44, 21.04 y 8.92 para las células que expresan las 

proteínas LH nativa, LH R135C, LH S289F y LH Q355R, respectivamente. Entre las mutantes R135C 

y Q355R no hay diferencias en el contenido de la proteína LH en sobrenadantes (p>0.05), el contenido 

de la mutante S289F es mayor que las otras dos mutantes (p<0.001).  

 

Debido a que no contábamos con información suficiente de la especificidad del kit utilizado para el 

ensayo ELISA realizamos además un inmunoblot para la estimación del contenido de estas proteínas. 

En este caso las figuras 28, 29 y 30 demuestran los resultados encontrados.  
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Figura. Autorradiografía que revela la presencia de la proteína LH intracelular y en sobrenadante 

mediante inmunoblot 

 

Figura 28. Las mutantes de secuencia codificante disminuyen el contenido de proteína intracelular y en sobrenadantes. 

Autorradiografía representativa para evidenciar la presencia de la proteína LH; después de 48 horas de la transfección, las 

células fueron incubadas por 12h con heparina 20U/mL. Se utilizaron 2µg de proteínas del lisado celular  y 40 µL del 

sobrenadante. Para el análisis se utilizó la  actina como control interno. 

Figura. Cuantificación de la proteína LH intracelular mediante inmunoblot 

 

Figura 29. Las mutantes de secuencia codificante disminuyen el contenido de proteína intracelular. Se muestran los valores 

de la media considerando la expresión relativa de la proteína LH dividida entre la proteína actina. Los bigotes corresponden 

a la desviación estándar de la media para un α=0.05. Datos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

La prueba de Dunn-Bonferroni evidenció que las proteínas mutantes presentan un contenido intracelular menor al 

compararlo con la proteína nativa (p<0.001).  
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Figura. Cuantificación de la proteína LH en sobrenadantes mediante inmunoblot 

 

Figura 30. Las mutantes de secuencia codificante disminuyen el contenido de proteína en sobrenadantes. Se muestran los 

valores de la media de la expresión de la proteína LH. Los bigotes corresponden a la desviación estándar de la media para 

un α=0.05. Datos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La prueba de Dunn-Bonferroni demostró 

que en todos los casos el contenido de proteína en sobrenadantes es menor al compararlo con la proteína nativa (p<0.001). 

 

Al igual que en la cuantificación de las proteínas por el método de ELISA en el inmunoblot también se 

aprecia una reducción del contenido intracelular y extracelular de las proteínas mutadas comparadas 

con la proteína nativa. La disminución más dramática es para el contenido de proteína intracelular 

donde todas las mutantes presentas valores por abajo del 45% con respecto a la proteína nativa 

(p<0.001). El contenido relativo de LH/Actina es: 6.97, 1.96, 1.67, y 3.08 para las células que expresan 

las proteínas LH nativa, LH R135C, LH S289F y LH Q355R, respectivamente. Entre las mutantes 

R135C y S289F no hay diferencias en el contenido de la proteína LH intracelular (p>0.05), el 

contenido de la mutante Q355R es más elevada que en las otras dos mutantes (p<0.001). 

 

En relación a la proteína en el sobrenadante, las mutantes R135C y Q355R disminuyen el contenido 

por debajo de 33% (p<0.001); mientras que la mutante S289F lo reduce al 60% (p<0.001) con respecto 

al contenido de la proteína nativa. Los valores medios de contenido de proteína LH extracelular son: 

2.96, 1.0, 1.8 y 0.77 para las células que expresan las proteínas LH nativa, LH R135C, LH S289F y 

LH Q355R, respectivamente. En todos los casos el contenido de proteína en sobrenadantes es menor al 
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compararlo con la proteína nativa (p<0.001); entre las mutantes LH R135C y LH Q355R el contenido 

es similar (p>0.05), mientras que en la mutante S289F el contenido es más elevado (p<0.001). 

 

En estos estudios funcionales de las proteínas LH mutadas se observó que las mutantes  LH R135C, 

LH S289F y LH Q355R disminuyen el contenido de proteína intracelular de manera importante así 

como el contenido de proteína en sobrenadantes. El análisis de células completas nos permitió 

determinar que las proteínas mutadas se secretan en menos del 50% con respecto a la proteína nativa. 

Por lo anterior, se debe realizar una caracterización más completa del defecto en la secreción de las 

proteínas mutadas así como de los mecanismos que modifican su contenido intracelular 

 

 

 

8. Discusión 

8.1 Estudio de la variante -514 C>T del gen LIPC en una cohorte de la población mexicana  

En el estudio en población abierta observamos que el grupo con el genotipo TT de la variante -514 

C>T del gen LIPC tiene niveles más elevados de C-HDL. Esta variante ya ha sido estudiada en otros 

poblaciones, pero los resultados han sido inconsistentes ya que algunos autores han encontrado este 

mismo resultado [PiLHajamäki y cols., 2000; Isaacs y cols., 2004; Teran-García y cols., 2005; 

Brinkley y cols., 2011] mientras que otros autores no encontraron esta asociación [Hegele y cols., 

1999; Fang y cols., 2000], y otros autores han publicaron resultados opuestos [Lu y cols., 2016]. Estas 

diferencias pueden residir en las poblaciones estudiadas, y en los valores de corte para definir los 

niveles plasmáticos de C-HDL normales. Cabe señalar que la población mexicana tiene una alta 

prevalencia de hipoalfalipoproteinemia y que en este estudio la variable C-HDL se consideró como 

una variable continua para evitar considerar puntos de corte definidos en otras poblaciones. 

Probablemente el estudio más robusto en términos de estadística sea el estudio realizado por Isaacs y 

cols., 2004 quienes determinaron por medio de un metanálisis que la variante -514 C>T se relacionaba 

con niveles elevados de colesterol HDL y una baja actividad de la enzima LH.  
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Al respecto de la asociación de la variante del promotor -514C>T con el riesgo de DT2, Costa-Urrutia 

y cols., 2018 encontraron que esta variante genética no se asoció con prediabetes en mexicanos 

después de ajustar el modelo por etnicidad y otros factores incluyendo edad, IMC, sexo y actividad 

física. Consistente con esto en el presente estudio solo se observó una asociación marginal entre la 

variante -514C>T y el riesgo de DT2. Contrastando con los resultados anteriores; Posadas-Sánchez y 

cols., 2015 encontraron que dicha  variante se asociaba con un mayor riesgo de DT2 en mexicanos. 

Cabe destacar que la principal diferencia con respecto al estudio posterior es que incluimos la ancestría 

como un factor de confusión, ya que se ha demostrado que es un requisito para evitar encontrar 

asociaciones falsas en poblaciones  mezcladas como la población mexicana. Siendo además que 

específicamente el riesgo de desarrollar DT2 correlaciona positivamente con  la ancestría nativa 

americana [Carulli y cols., 2005; Villalpando y cols., 2010a; SIGMA, 2014;]. 

 

Pihlajamäki y cols., 2000 reportaron en población finlandesa que los portadores del genotipo AA del 

polimorfismo del gen -250G>A tenían niveles elevados de insulina en ayunas, colesterol de muy baja 

densidad  (VLDL-C) y triglicéridos, lo que sugiere que los portadores homocigotos de AA son 

resistentes a la insulina y, en consecuencia, más propensos a desarrollar hiperglucemia. Por el 

contrario, en un estudio prospectivo realizado por Todorova y cols, 2004 encontraron que las personas 

que portan el genotipo GG eran las más propensas a desarrollar DT2. Esto pone en evidencia que 

existen aparentes conflictos sobre el papel que juegan los genotipos de la variante -250G>A en los 

diferentes rasgos relacionados con la glucosa. Es posible que el papel de la variante promotora -

250G>A (o cualquiera de las variantes vinculadas: -514C>T, -710T>C, y -763A>G) está mediado por 

el efecto de diferentes factores de confusión como el género o el IMC. También es posible que estas 

variantes juegue un doble papel ya sea incrementando o disminuyendo el riesgo de DT2 dependiendo 

de la presencia de factores genéticos o ambientales adicionales.  

 

En el presente estudio también se mostró que la variante del promotor -514C>T tiene un efecto 

indirecto y un papel protector para el desarrollo de DT2 gracias a que aumenta los niveles de C-HDL. 

Para descartar una posible causalidad inversa dado, que también hay evidencia de que  la DT2 es un 

factor de riesgo para reducir los niveles de C-HDL  [Rohrer y cols., 2004; Gatti y cols., 2009; 

Vollenweider y cols., 2015], se realizó un ajuste del modelo donde la variable dependiente fue el C-
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HDL y la variable mediadora fue la DT2. Encontramos que la DT2 afecta negativamente los niveles de 

C-HDL (β = − 0,058; p < 0,001); sin embargo, la variante genética no tiene efecto en el riesgo DT2. 

Mediante estos resultados se descartó la causalidad inversa y se demostró contundentemente que el 

efecto de la variante -514C>T del gen LIPC es a través del aumento del C-HDL, está condición a su 

vez representa un efecto protector que disminuye el riesgo de DT2. 

 

Para tratar de explicar cómo es que esta variante modifica el riesgo de desarrollar DT2 debemos 

considerar que esta variante eleva los niveles de colesterol HDL; ya se ha observado en estudios 

prospectivos que niveles bajos de C-HDL son un factor de riesgo para el desarrollo de DT2 

[Mykkänen y cols., 1993; Wilson y cols., 2007], en esta misma línea, también se ha observado que 

niveles elevados de C-HDL son un factor protector independiente para el desarrollo de DT2 [Abbasi y 

cols., 2013]. A nivel celular podemos considerar que las HDLs son un factor que protege a los tejidos 

de la lipotoxicidad (efectos perjudiciales de los metabolitos lipídicos en los tejidos no adiposos: 

hígado, el músculo esquelético las células β pancreáticas, etc.) debido a que estas lipoproteínas tienen 

la propiedad de captar colesterol y triglicéridos de los tejidos periféricos disminuyendo así el contenido 

o la posibilidad de acumulación de lípidos que generan efectos perjudiciales [Pétremand y cols., 2012; 

Risheng y cols., 2019]. 

 

En cuanto a otros fenotipos relacionados con la LH, sabemos que en ratones y el humano la 

sobreexpresión del gen LIPC así como incremento de la actividad de LH se relaciona con obesidad 

[Després y cols., 1989;  Carr y cols., 1999; Cedó y cols., 2017]. Es importante destacar que no 

encontramos una asociación significativa entre el IMC y la variante, esto concuerda con el estudio de 

Juo y colaboradores [Juo y cols., 2001]. Se debe considerar además que la asociación observada en 

humanos se debió a la grasa intraabdominal [Després y cols., 1989; Carr y cols., 1999], un rasgo que 

no necesariamente está directamente correlacionado con el IMC [Ashwell y cols., 2012]. Por  lo tanto, 

realizar la medición de la grasa intraabdominal mediante técnicas de tomografía computarizada en un 

pequeño grupo (una mínima muestra para alcanzar un poder estadístico del 80%) podría habernos 

permitido descartar el papel de esta variante y su relación con la obesidad central. 
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8.2 Caracterización de las variantes de secuencia promotora – 480 C>T, -514 C>T y -592 G>A 

del gen LIPC 

En cuanto a los resultados in vitro de la variante -514 C>T del gen LIPC hay resultados inconsistentes 

pues Deeb y cols., 2000 encontraron que el alelo T disminuyó al 70% la actividad del promotor a 

utilizar un vector con el reportero CAT y transfectar células hepáticas murinas. No obstante, en otro 

estudio Botma y cols., 2001 reportaron que el alelo T no modifica la actividad del promotor,  y que es 

necesaria la presencia del alelo A de la variante ligada -250G>A para lograr ver este efecto en células 

HepG2 transfectadas. Cabe destacar que en estos dos estudios se clonaron segmentos distintos del gen 

LIPC (- 639 a +29 en el estudio de Deeb vs. - 684 a + 14 en el estudio de Botma; considerando el sitio 

principal de inicio de transcripción), además de que se usaron genes reporteros y líneas celulares 

distintos; todas estas diferencias pueden ser los motivos de controversia en los resultados. 

 

Dadas estas inconsistencias en los estudios in vitro de la variante -514 C>T y las evidencias 

importantes de sus efectos en algunos rasgos humanos; nos dimos a la tarea de realizar estudios 

funcionales de esta variante considerando los resultados anteriores para seleccionar el mejor diseño. 

Cabe mencionar que se seleccionaron las células HepG2 ya que en un inmunoblot observamos que 

estas células expresaba proteína LH y asumimos que nos proporcionarían el contexto de factores de 

transcripción necesarios para realizar los análisis de gen reportero y los ensayos EMSA (los resultados 

de este inmunoblot se muestran en el Anexo 3).  

 

Solo estudiamos la variante -514C>T de las 4 variantes que forman el haplotipo ya que los estudios in 

silico e in vitro anteriores apuntaban a que esta variante podría interrumpir un elemento de respuesta 

para el factor de transcripción USF [Botma y cols., 2001; Kent, 2002]. Además de la variante común -

514 C>T se realizaron análisis in vitro para las variantes que se comportaban como mutaciones (-480 

C>T, rs35511894 y -592 G>A, rs36041167). En nuestros análisis de gen reportero observamos que 

tanto la variante -514 C>T como las variantes que se comportan como posibles mutaciones disminuyen 

la actividad del gen de la LIPC, esto es consistente con la información que conocemos de estas 

variantes. 
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Debido a que la variante -514 C>T se encuentra en un haplotipo y que nosotros la estudiamos de 

manera aislada, debemos tomar en cuenta que las tres variantes adicionales pueden contribuir a la 

regulación de la actividad transcripcional del promotor, y que esto puede representar una limitación del 

presente estudio. Sin embargo, existe suficiente evidencia para apoyar la noción de que el 

polimorfismo -514C>T del promotor del gen LIPC tiene consecuencias funcionales por sí mismo.  

 

Podemos considerar por tanto que los estudios in vitro del polimorfismo -514C>T, así como la 

evidencia de modelos animales, están en línea con observaciones epidemiológicas en humanos. 

Generalmente, estos estudios establecen una correlación negativa entre la actividad de la lipasa 

hepática y los niveles de C-HDL [Breckenridge y cols., 1982; Mezdour y cols., 1997]. Por otro lado 

los animales que sobreexpresan la LH tienen los niveles más bajos de C-HDL [Dichek y cols., 1998]. 

Por lo tanto, se espera que el alelo -514T disminuya la transcripción del gen LIPC in vivo, y que los 

individuos con genotipo TT muestren lo menores niveles de actividad de la enzima LH así como los 

niveles plasmáticos más altos de C-HDL  [Isaacs y cols., 2004]. 

 

En cuanto a las dos variantes del promotor que se comportaban como mutaciones sabemos que estas se 

identificaron inicialmente en un grupo con C-HDL elevado y además los integrantes de la familia que 

portaba la variante -480 C>T también tenían elevado el  C-HDL, aunque por ahora estadísticamente 

solo se muestra una tendencia (p= 0.0641), por el pequeño número de muestras. Hasta hoy, no es de 

nuestro conocimiento que alguna de estas dos variantes se hayan relacionado con algún fenotipo 

adicional a lo que nosotros observamos; ya que en la base CilVar del NCBI que contiene una gran 

colección de variantes y los rasgos con los que estas se relacionan, no existe algún reporte de ellas 

[Landrum y cols., 2014].  

 

Por otra parte, gracias a estudios de secuenciación masiva de genomas se han podido localizar estas 

dos variantes en algunas poblaciones humanas. Esto ha permitido asignarles un identificador rs además 

de que se les ha calculado una frecuencia muy baja en diferentes poblaciones (menor al 2,5%). En 

población latina la frecuencia calculada es menor al 1% (0.98% y 0,81% para -480C>T y -592G>A, 

respectivamente) [Karczewski y cols., 2020].  
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Cabe destacar que los resultados de los estudios in vitro que nosotros realizamos para estas dos  

variantes (-480C>T y -592G>A) son concordantes entre ellos; ya que en el análisis EMSA observamos 

que la presencia de los alelos mutados se relacionaba con una menor formación de complejos DNA-

proteína, además pudimos observar una menor actividad transcripcional en los ensayos de promotor. 

Por lo anterior podemos considerar que en las secuencias contiguas a estas variantes se unen factores 

de trascripción que promueven  la actividad transcripcional de este gen y que la presencia de estas 

variantes disminuye de forma importante su unión al interrumpir su secuencia. 

 

Otros de los hallazgos publicados que podemos considerar apoyan esta consideración es que mediante 

ensayos de footprinting realizados por Oka y cols., 1996 determinaron que la secuencia -595 a -577 es 

protegida de la digestión con DNAasa 1, además a solo 6 nucleótidos de donde se localiza esta variante 

se encuentra la variante -586 T>C, identificada en población china; en estudios funcionales se observó 

que el alelo C disminuye al 56% la transcripción del gen [Su y cols., 2002].  

 

Se debe considerar  realizar ensayos EMSA de superretardo (o idealmente de inmunoprecipitación de 

cromatina) utilizando anticuerpos que reconozcan los factores de transcripción  que se identificaron en 

el análisis in silico de las variantes -592 G>A y -480 C>T, pues de acuerdo con este análisis estás 

variantes modifican la unión de estos factores de transcripción a tal grado que la presencia del alelo 

menor  interrumpe totalmente el elemento de respuesta.  

 

También se debe realizar una mejor caracterización in vivo de estas variantes (-480C>T y -592G>A) 

en los portadores; ya sea midiendo actividad de la enzima LH o valorando las diferentes subfracciones 

de C-HDL, así como el contenido de lípidos en estas lipoproteínas. Debido a las evidencias que 

tenemos, esperamos que estas variantes tengan un efecto importante en la expresión del gen LH in 

vivo, y que los portadores tengan elevado el C-HDL o que presenten algún otro subfenotipo que 

explique la disminución en la actividad transcripcional del gen LIPC. 
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8.3 Estudio funcional de las variantes de secuencia codificante R135C, S289F y Q355R 

Con respecto a la caracterización funcional de las 3 variantes de secuencia codificante no sinónimas 

que identificamos, observamos que la variante Q355R incrementa de manera importante el C-HDL en 

los portadores de 2 familias, esto concuerda con los hallazgos en la base de ClinVar donde se reporta 

que esta variante está relacionada con deficiencia de lipasa hepática [Landrum y cols., 2014], ya que se 

sabe que estos pacientes presentan como característica C-HDL elevado [Breckenridge y cols., 1982; 

Carlson y cols., 1986; Little y Connelly, 1986]. La variante S289F también se encuentra reportada en 

una familia con deficiencia en LH [Durstenfeld y cols., 1994], mientras que de la variante R135C no 

cuenta con identificador rs, y tampoco se ha identificado en otras poblaciones por lo que podríamos 

considerar que esta variante es privativa de poblaciones amerindias y que su frecuencia es muy baja 

(frecuencia <0.01% o presencia del alelo menor < a 1:10000 individuos) tal que no ha podido ser 

identificada en los estudios de genomas y exomas hasta hoy reportados (pues en estos las poblaciones 

amerindias no se encuentran bien representados) [Karczewski y cols., 2019].  

 

Referente a los estudios in silico de estas variantes no sinónimas encontramos que estas se localizan en 

sitios que pudieran ser de importancia para la función de la proteína. La variante R135C se encuentra 

en una hélice alfa; la presencia del alelo C135 tiene efectos locales en la densidad electrónica que se 

caracteriza por pequeñas regiones con carga superficial neutra y otras regiones con carga negativa que 

sustituyen a una superficie predominantemente con carga positiva en la proteína nativa. Debemos 

considerar que en esta mutación se intercambian dos aminoácidos con naturaleza y tamaños distintos 

pues se sustituye un grupo guanidino (con carga positiva) de la arginina por un grupo tiol de la cisteína 

(pequeño y polar). Gracias a estas evidencias suponemos que la proteína mutada LH R135C puede 

estar modificando las interacciones de la LH con otras proteínas debido a que los efectos en esta 

sustitución podrían extenderse en una región que más allá de la modificación de un soló aminoácido.  

 

Esta mutación al igual que la mutación S289F se encuentra en el dominio de lipasa, el cual es un 

dominio que está presente en todas las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) [The UniProt Consortium, 

2019]. Las lipasas son enzimas lipolíticas que hidrolizan los enlaces éster de los triglicéridos. Estas 
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enzimas están ampliamente distribuidas en el reino animal así como en plantas y procariotes; además 

de que están muy relacionadas entre ellas [Chapus y cols., 1988; Persson y cols., 1989].  

 

La variante no sinónima S289F es el cambio de una serina por una fenilalanina, es decir, un 

aminoácido que tiene un cadena lateral pequeña y polar del hidroximetilo por un aminoácido con un  

grupo R de mayor tamaño e hidrofóbico debido al anillo bencénico. Esta serina se encuentra en una 

hélice alfa sobre la que además se localiza uno de los aminoácidos que forman parte de la triada 

catalítica de esta enzima (Histidina 279, se calcula que se encuentra a 15 Å de la posición 289) [The 

UniProt Consortium, 2019]. Por lo tanto, podemos considerar que esta mutación muy probablemente 

está afectando la actividad enzimática de la LH debido a efectos a distancia generados por esta 

sustitución. Durstenfeld y cols., 1994 encontraron que esta mutación depletaba por completo la 

actividad la enzima LH y que solo era capaz de secretarse en un 12% al estimar mediante 

inmunoprecipitación e inmunoblot la masa presente en sobrenadantes, mientras que el contenido 

intracelular de esta proteína no se afectaba.  

 

Por su parte la variante Q355R da por resultado el cambio de una glutamina que tiene como cadena R 

una amida que es polar por un aminácido arginina que tiene un grupo guanidino con una carga positiva 

y que supera en 2 átomos de carbono la cadena lateral de la glutamina. Esta glutamina se encuentra en 

una hoja β plegada que forma parte del dominio PLAT, este dominio está muy conservado dentro de 

las familias de proteínas que se asocian a lípidos o a la membrana plasmática [The UniProt 

Consortium, 2019]. El modelado por homología nos permitió observar que esta mutación generaba una 

redistribución de la carga superficial de los aminoácidos de la vecinidad donde se observó 

predominancia de superficies con carga positiva a diferencia la proteína nativa que se caracteriza por 

una extensa región con carga negativa y una pequeña sección neutra.  

 

En este mismo análisis pudimos observar que esta mutación no sinónima modificaba la topología local 

de la proteína generando patrones diferentes de surcos y crestas, lo cual nos permite considerar que los 

efectos de esta mutación son aún más dramáticos que la mutación R135C. Sabemos que la proteína LH 

se encuentra principalmente unida a la membrana plasmática del hepatocito (interacciona con los 
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proteoglucanos de heparán sulfato) y que interacciona con diferentes lipoproteínas circulantes sobre las 

que lleva a cabo su función enzimática [Rao y cols., 1982; Kinnunen, 1984; Doolittle y cols., 1987; Ji 

y cols., 1994; Sanan y cols., 1997]; por lo tanto, las modificaciones en el dominio PLAT (dominio 

clave para la interacción con las membranas celulares y los lípidos) debido a la mutación Q355R 

probablemente afecten la localización de la proteína LH, o su interacción con las lipoproteínas.  

 

Los resultados in vitro de estas variantes permitieron de alguna manera comprobar estas hipótesis pues 

observamos claras diferencias entre la proteína nativa y las proteínas mutadas. Se analizó la secreción 

de las proteínas mutantes en células completas utilizando la técnica de citometría de flujo. Estudiando 

10,000 células observamos que las tres mutaciones incluidas en este reporte disminuían 

dramáticamente la secreción de la proteína LH. La secreción calculada para la proteína nativa es 

cercana al 60%; dos de las proteínas mutantes (LH R135C y LH Q355R) tiene valores que se 

encuentran muy por debajo de la mitad.  

 

También realizamos la captura de imágenes de las células completas mediante microscopia con focal. 

En este caso no realizamos un análisis estadístico pero visualmente logramos ver que en el caso de la 

proteína nativa las células al ser estimulados con la heparina presentaban una menor florescencia lo 

cual nos permite considerar que esto se debía a que la proteína LH que esta fusionada a la GFP (LH-

GFP) era secretada. En el caso de las proteínas mutadas no logramos ver este efecto.  

 

En conjunto los resultados de microscopía con los resultados robustos (en términos de estadística) de 

citometría de flujo nos permiten considerar que las tres mutaciones estudiadas generan modificaciones 

en la proteína LH tal que se ve afectada su secreción. Una mejor caracterización de la biología de estas 

mutantes podría incluir repetir los análisis de microscopía con focal y citometría tiñendo además 

proteínas de membrana y/o marcadores del aparato de Golgi o retículo endoplásmico (cuyo marcador 

fluorescente difiera en la longitud de onda de emisión de la GFP). En este caso una cuantificación de la 

colocalización de la proteína LH y las proteínas en estos organelos nos permitiría acotar donde es que 

se encuentra el defecto secretorio. A este respecto se conoce un reporte de algunas de las proteínas que 

interaccionan directamente con la proteína LH (de las 18 proteínas identificadas en este reporte, 5 son 



75 

 

del retículo endoplásmico y fueron corroboradas por inmunoblot) se podrían incluir algunas de las que 

por su papel en la secreción o procesamiento de las proteínas resultaran más interesantes [Doolittle y 

cols., 2009].  

 

Los resultados de porcentaje de secreción de la proteína mutada S289F difieren con los resultados 

reportados por Durstenfeld y cols., 1994 ya que ellos reportan un 12% de secreción de la proteína 

mutada mientras que nosotros encontramos un 68% con respecto a la proteína nativa. Se debe 

considerar que ellos realizaron estas estimaciones en base a técnicas de inmunoprecipitación e 

inmunoblot, mientras que nosotros realizamos estos análisis en la célula completa estimando gracias a 

la proteína de fusión LH-GFP el índice de fluorescencia inicial y final; para calcular el porcentaje de 

secreción como la diferencia entre los índices de fluorescencia inicial y final dividendo este resultado 

entre el índice de fluorescencia inicial. Los análisis de inmunoblot e inmunoprecipitación están 

sustentados en la afinidad que los anticuerpos tienen directamente con sus proteínas blanco, en la 

mayoría de los casos aunque se trate de anticuerpos monoclonales no se conoce la secuencia específica 

que reconocen, así que no podemos saber si los hallazgos reportados por Durstenfeld son más un 

efecto de afinidad de los anticuerpos utilizados con la secuencia que incluye el residuo 289.  

 

Otra justificación es que la técnica de inmunoblot es un método semicuantitativo a diferencia de la 

citometría de flujo es un método cuantitativo y que se utilizaron diferentes células para expresar la 

proteína LH; (células COS en los ensayos de Durstenfeld y células HEK-293T en nuestro ensayo) por 

lo tanto, la comparación entre ambos métodos no necesariamente tendría que ser concordante. Lo que 

debemos destacar es que mediante los dos ensayos podemos observar una disminución de la secreción 

de la proteína LH. 

 

En este estudio también realizamos la caracterización de la funcionalidad de las proteínas mutantes en 

base a  la cuantificación de la proteína intracelular y en sobrenadantes mediante dos técnicas: ELISA e 

inmunoblot. Logramos ver resultados similares para las mutantes pues las dos técnicas nos permitieron 

estimar una menor cantidad de las proteínas mutantes tanto en el interior de la célula como en el 

sobrenadante lo cual es un reflejo de probables defectos en la síntesis, procesamiento o tráfico de las 
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proteínas mutantes. Es importante remarcar que en los sobrenadantes logramos ver la proteína que se 

acumuló durante 12 horas gracias a la secreción estimulada por la heparina y además se sumaba la 

síntesis de nueva proteína ya que se sabe la heparina también estimula de forma indirecta la expresión 

del RNAm (12 horas superan en mucho el tiempo para poder analizar efectos en la expresión de 

mensajero) [Bush y cols., 1989; Ragab y cols., 1995].  

 

De acuerdo a nuestros resultados podemos considerar que la mutante LH Q355R es la que presenta un 

mayor efecto en la secreción ya que mediante las dos técnicas utilizadas es la que tiene una menor 

masa en los sobrenadantes (masa que representa el 27.8 % y 26% de la proteína nativa para la técnica 

de ELISA e inmunoblot, respectivamente) pero en cambio presenta uno de los contenido de proteína 

intracelular LH mayores (masa que representa el 39.2 % y 44.1% de la proteína nativa para la técnica 

de ELISA e inmunoblot, respectivamente). Esto nos permite considerar que el poco contenido 

extracelular no se justifica solo con la baja síntesis o defectos en el procesamiento, además esta 

proteína no se está secretando apropiadamente. Estos resultados son concordantes con la técnica de 

citometría donde observamos que esta mutante es la que tiene una menor secreción pues representa 

sólo el 18.36% de secreción con respecto a la LH nativa. 

 

Realizando un análisis similar podemos considerar que la proteína mutada LH R135C es la que 

presenta los mayores defectos en la síntesis y/o procesamiento intracelular ya que en las dos técnicas 

realizadas su contenido intracelular representan menos del 36% de la masa de la proteína nativa y esto 

no se corresponde con una mayor secreción con respecto a las otras dos mutantes, ya que presenta un 

valor intermedio en la masa de proteína LH extracelular (contenido que represente menos del 39% de 

la proteína LH nativa para ambas técnicas). 

 

Una limitante importante de este estudio es que nosotros no realizamos una caracterización de estas 

mutantes mediante la medición de actividad enzimática o parámetros cinéticos, por lo que realizar la 

caracterización de las dos mutantes para las que no se conoce la actividad será importante para tener un 

panorama más completo de su funcionalidad. En ellos se puede considerar utilizar como control de 

nuestros ensayos a la mutante S289F la cual se considera anula por completo la actividad enzimática 
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(ya que se encuentra muy cercana al sitio catalítico)  [Durstenfeld y cols., 1994, The UniProt 

Consortium, 2019]. 

 

Al igual que para las variantes de promotor también se debe considerar una mejor caracterización de 

los efectos de las variantes de secuencia codificante in vivo; midiendo la actividad LH en el suero de 

los portadores así como las subfracciones de lipoproteínas HDL. 

 

En conjunto los resultados de este estudio nos permiten considerar que existe heterogeneidad en lo que 

respecta al tipo y número de variantes del gen LIPC capaces de modular los niveles séricos de las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) en el humano.  
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9. Conclusiones  

 Se confirmó el papel de la variante -514 C>T del gen LIPC como un modulador genético 

importante de los niveles de C-HDL en la población mexicana. 

 Esta variante (-514 C>T) además disminuye el riesgo del desarrollo de DT2 a través de un 

incremento de los niveles de C-HDL en población mexicana. 

 Las variantes Q355R y -480 C>T se comportan como mutaciones de alta penetrancia, 

aumentando las HDL en al menos 20mg/dL. 

 Las variantes -480 C>T, -514 C>T y -592 G>A disminuyen la actividad transcripcional del gen 

LIPC. 

 Las variantes R135C, S289F y Q355R comprometen la secreción y disminuyen el contenido 

intracelular de la proteína lipasa hepática.  

 En conjunto nuestros resultados sugieren una gran heterogeneidad respecto al tipo y número de 

variantes del gen LIPC capaces de modular los niveles séricos de las lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) en el humano. 

 

 

 

10. Perspectivas 

 Redacción de un manuscrito reportando los resultados del estudio de las variantes in vitro. 

 Estudiar más ampliamente cuales son los defectos en la secreción de las proteínas LH mutadas. 

Mediante técnicas de microscopia y proteómica. 

 Estimar los parámetros cinéticos de las proteínas LH mutadas. 

 Estudiar cuales son los factores de transcripción a través de los cuales las variantes de promotor 

-480 C>T, y -592 G>A ejercen su acción. 

 Realizar los ensayos para medir la actividad de LH en los portadores de las variantes. 
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 Realizar una caracterización de las subfracciones de C-HDL y otros subfenotipos de los 

portadores de las variantes. 

 Se requieren más estudios para explorar posibles interacciones gen-gen y gen-ambiente sobre 

las dislipidemias y el riesgo de DT2 en nuestra población. 
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ANEXO 1 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO  

(Registro Comité de Ética REF. 1518) 

CONTRIBUCIÓN DE LAS VARIANTES ALÉLICAS FUNCIONALES DE LOS GENES 

ABCA1, ABCG1, ABCG4, SR-BI, LPL, LH y APOA1 EN LA VARIACIÓN DE LOS NIVELES 

PLASMÁTICOS DE LAS LIPOPROTEÍNAS DE ALTA DENSIDAD (HDL) 

Yo______________________________________________con No de Registro 

_____________declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el proyecto  para estudiar los 

genes del metabolismo de las HDL, que se llevará a cabo en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas 

y Nutrición Salvador Zubirán. También es de mi conocimiento que puedo retirarme de este estudio en 

cualquier momento si así lo deseo. En caso que decidiera retirarme, la atención que recibo como 

paciente no se verá afectada. 

Entiendo que la muestra de sangre que done para el proyecto servirá para estudiar los genes que  

pudieran estar relacionados con el metabolismo del colesterol, principalmente de las HDL. Se me ha 

explicado que esto no representa un riesgo adicional para mi salud. También se me ha explicado que 

en el futuro, este estudio podría ayudar a identificar posibles blancos terapéuticos para prevenir o  

mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedad cardiovascular. 

Estoy consciente de que los resultados de la investigación son confidenciales y que se contestarán 

todas las dudas que pueda tener sobre el estudio. 

Firma del Paciente       _____________________________________ 

 

Firma del Investigador  _____________________________________ 

 

Testigo 1 (firma)          ______________________________________ 

 

Testigo  2  (firma)        ______________________________________ 

 

CDMX.  ___ de _______________ del _______ . 

 

Investigador Responsable Dra. María Teresa Tusié Luna 
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ANEXO 2 

CUESTIONARIO  
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS 

Fecha: ____/____/_____ Pariente: Clasif:______ No.Exp. 

Fecha nacimiento ____/____/_____ Edad Estado civil  

Nombre: Teléfono  

Domicilio: E-mail 

Lugar de nacimiento:  Nivel socieconómico calculado: 

ANTROPOMETRIA 

Peso Talla IMC C. Abd C Cadera 
Indice 

Cintura/Cad
era 

P. Sistólica P. Diastólica 

 
kg 

 
cm  

 
cm 

 
cm    

 ESTUDIOS DE LABORATORIO FECHA:______ 

TG CT HDL LDL Glu Cre INS HBA1 ApoA1 Apo B Leptin adiponec PCR 

         
 

 
   

 

CONSUMO DE TABACO Y ALCOHOL 

¿Actualmente fuma? 
Sí (1)        NUNCA (0)                       ______ 

No (2)                                            

¿Cuántos cigarrillos fuma (fumaba) y con qué 
frecuencia? 

Diario     (1)                                    
Semanal (2)                                 
Mensual  (3)                                 
Ocasional(4)      

______ 

Frecuencia 

______ 

Cantidad 

¿Durante cuánto tiempo ha fumado regularmente? Menos de un mes (0) Años     ______ 

¿Actualmente toma alcohol? 

Nunca (0) 

Si     (1) 

No    (2) 

 

______ 

Aproximadamente, ¿cuántas copas toma (tomaba), con 
que frecuencia, durante cuánto tiempo? 

Diario      (1) 

Semanal  (2) 

Mensual   (3) 

Ocasional (4) 

Frecuencia ________ 

Cantidad __________ 

Meses ____________ 

Años _____________ 

ACTIVIDAD FÍSICA             SI            NO 
¿Cuál? 

 

#  VECES A  LA SEMANA  ¿Tiene alguna incapacidad para moverse? 

DURACIÓN  

ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES 

 ¿Vive? 
(Si/No) 

Edad 
(años) 

Causa 
DM 

(Si/no) 
C. I 

(Si/no) 

Nefrop. 
diabética 

(Si/no) 

Dislipidemia 
(Si/no) 

Obesidad 
(Sí/No) 

Otra 

Padre 
         

Abo p 
Aba p 

         

Madre 
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Abo m 

Aba m 
         

Hermanos 
 

 
 
 
 

         

 
 

         

Otros 
 

 
        

LUGAR DE NACIMIENTO ESCOLARIDAD 

Padre   

Madre   

Abuelo Paterno   

Abuela paterna   

Abuelo materno   

Abuela materna   

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS 

ANT. GINECO-OBSTETRICOS Menarca 
      

años 

Frecuencia y duración de 

los ciclos 

_____ x 

___ días 

Irregularidades 

menstruales 
S     N ¿Cuáles?  

Embarazos:______ # Edad 1er.embarazo: ______ años 
Edad último 

embarazo______ años 

Peso productos al nacer 
_____ , _____ , _____ , _____ , _____ , _____ , _____ , _____ , 

_____ 

Ha tenido algún aborto, óbito o alguno de los productos tuvo malformaciones? ____ S ____N 

Fecha última menstruación ___/___/___D/M/A 
Se encuentra en 

climaterio 
____ S ____N 

Edad de presentación ________ años 
Recibe sustitución con 

estrógenos 
____ S ____N 

COMORBILIDADES 

DIABETES MELLITUS ¿Tiene DM? NO 
Fecha de diagnóstico:__/___/__ 

D/M/A 

Glucemia promedio último año: _______ mg/dl SI 
Edad de diagnóstico  _______ 
años 

HIPERTENSION ARTERIAL 

¿Tiene HAS? NO 
Fecha de 

diagnóstico:__/___/___D/M/A 

 SI 
Edad de diagnóstico  _______ 
años 

ALBUMINURIA O MICROALBUMINURIA 
NO 

Creatinina > 2 

mg/dl 

   SI               

NO 

SI Edad de diagnóstico ______ años 

OBESIDAD SI NO Edad de inicio                años 
Peso al nacer          

Kg 
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Peso >                         
Kg. 

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

Peso más reciente           

Kg 

Peso hace 1 año                

Kg. 
Peso habitual                     Kg 

Cambio crónico de peso  

 
NO       SI                ¿CUANTO? Kg tiempo 

Cambio agudo de peso 

 
NO       SI                ¿CUANTO? Kg tiempo 

DISLIPIDEMIA 
Alguna vez se le han medido las concentraciones 

de: 
 

 Colesterol SI        NO Concentración          mg/dl 

 Triglicéridos SI        NO Concentración          mg/dl 

 
Colesterol 

HDL 
SI        NO Concentración          mg/dl 

 Colesterol LDL SI        NO Concentración          mg/dl 
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ANEXO 3 

Se realizó un immunoblot para identificar la proteína LH en la línea celular HepG2. 

 La electroforesis se realizó en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% separado por 2.5 horas a 

120 Volts. Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF por 12 horas a 50 volts y una 

temperatura de 4oC. El bloqueo se realizó por 1 hora con TBS-Tween (0.1%) y 5% de leche. El 

anticuerpo primario monoclonal anti-LH (Santa Cruz) se diluyó 1:2,000 y se incubó 4 horas en TBS-

Tween más 3% de albúmina. El anticuerpo secundario anti IgG de ratón marcado con peroxidasa de 

rábano (Santa Cruz), se incubó por una hora y se preparó en una dilución 1:15,000 en TBS-Tween más 

5% de leche. La membrana PVDF se puso en contacto con los reactivos GE Healthcare Amersham™ 

ECL Select los cuales mediante reacciones acopladas generan quimioluminiscencia en presencia de la 

peroxidasa de rábano. Para el revelado se utilizó una placa radiográfica, el revelador y el fijador de 

marca Kodak. 

 

Auto radiografía del inmunoblot contra la LH humana. En el primer carril se observan 10 μg de  proteínas de la línea 

celular HEK-293T que se usaron como control negativo y el carril 2 y 3 representan las proteínas endógenas de la línea 

HepG2. La línea 2 corresponde a 5µg de proteínas totales y la línea 3 corresponde a 10µg de proteínas.  

 

En la línea celular HepG2 la proteína LH fue observable en ambas masas, y en la línea HEK-293T  no 

se observó la proteína. Por lo cual consideramos que la línea HepG2 podía ser utilizada para los 

estudios in vitro de las variantes de promotor, ya que contiene el contexto necesario de factores de 

transcripción para la expresión del gen LIPC. 
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ANEXO 4 Artículo Publicado 
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