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"It's okay not to know all the answers. It's better to admit our ignorance than to believe
answers that might be wrong.

Pretending to know everything, closes the door to finding out what's really there"
-Neil deGrasse Tyson.

(Cosmos)

"Nuestras ideas deben ser tan amplias como la Naturaleza, si aspiran a interpretarla”
-Sherlock Holmes.

(Sir Arthur Conan Doyle. Estudio en Escarlata.)

"La salud no lo es todo; pero sin ella, todo lo demas es nada"

-Arthur Schopenhauer
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1. RESUMEN

La Hipertrigliceridemia Severa Familiar (HTGSF) es una dislipidemia primaria
caracterizada por niveles de triglicéridos por arriba de 1000 mg/dL, niveles de Apo B
normales y la presencia de por lo menos un familiar afectado con la misma condicion.
Nuestro grupo de investigacidon identific6 mediante secuenciacién de exomas de 68
individuos no relacionados con HTGSF, un haplotipo constituido por 3 variantes de
secuencia en el gen LRPPRC asociado a un incremento de cerca de 6 veces el riesgo de
desarrollar esta condicion. En el presente trabajo damos seguimiento a este hallazgo
inicial, analizando mediante secuenciacion Sanger, la posible presencia de variantes de
secuencia en la regidn codificante, que pudieran estar en desequilibrio de ligamiento con
las variantes inicialmente identificadas. Excluimos la presencia de variantes adicionales
en la region codificante del gen. Adicionalmente, la variante rs7593842 que forma parte
del haplotipo de riesgo, se asocié a la presencia de isoformas especificas de RNAm de
LRPPRC en el tejido hepatico de portadores, mientras que no detectamos cambios en los
niveles de RNAmM asociados a la presencia de esta variante mediante RT-PCR
cuantitativa. De forma interesante detectamos la disminucion en la expresidon de genes
mitocondriales en el tejido hepatico de portadores de la variante rs7593842. Finalmente,
mediante andlisis bioinformaticos identificamos 3 potenciales regiones regulatorias a
distancia, una en el locus de ABCG5/8, otra en una region intergénica y la ultima dentro
del locus de LRPPRC, en una region que abarca 2 de las 3 variantes del haplotipo de
riesgo. Por Ultimo, mediante secuenciacion Sanger se identificaron dos variantes
(rs4263155 y rs4600713) dentro de los intrones de LRPPRC con potencial afectacién en
los motivos respuesta de factores de transcripcion.
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2. ABSTRACT

Familial Severe Hypertrygliceridemia (FSH) is a primary dyslipidemia characterized by
triglycerides levels above 1000 mg/dL, accompanied by normal ApoB levels and the
presence of a family member with the same condition. Through exome sequencing of 68
unrelated FSH probands, our research group identified the presence of an haplotype
composed of three genetic variants at the LRPPRC locus, associated with a sixfold
increase risk to develop FSH. In the present study we followed up on the initial finding
analyzing through Sanger sequence of the 38 LRPPRC exons, the presence of additional
variants in putative linkage desequilibrium with the initial haplotype. We excluded the
presence of additional variants in the coding region of the LRPPRC gene. We then
examined possible differences in the steady-state levels of mMRNA between carriers and
non-carriers of rs7593842 variant, one of the three variants of the risk haplotype.
Although no significant differences were detected, we showed through quantitative RT-
PCR that this variant is associated to a specific LRPPRC mRNA isoform in liver tissue from
carriers. Interestingly, we also showed a decreased expression of mRNAs from several
mitochondrial genes in carriers of the rs7593842 variant. Finally, through bioinformatic
analyses we found three potential distance regulatory regions, one at the ABCG5/8 locus,
a second one located at an intergenic region and one more within the LRPPRC locus, the
latest includes 2 of the 3 genetic variants part of the risk haplotype. Within the intergenic
region two variants (rs4263155 and rs4600713) were found that putatively affect the
binding motifs for transcription factors.

12



3. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son consideradas por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) como enfermedades no transmisibles y representan la principal causa
de muerte en el mundo; en 2019, 17.8 millones de personas murieron debido a las ECV,
esto representa el 32.2% de los decesos a nivel mundial® y se calcula que en México hay
una probabilidad del 15.7% (en sujetos entre 30 y 70 anos) de morir por una ECV?,
Segun el reporte del INEGI del 2018, las enfermedades isquémicas del corazéon son la
primera causa de muerte en la poblacién mexicana3.

Las concentraciones anormales de lipoproteinas en la sangre son la caracteristica principal
de las dislipidemias, conjunto de enfermedades asintomaticas y principal factor
modificable al riesgo cardiovascular; se caracterizan por valores anormales de colesterol
(C) total (altos), colesterol de baja densidad (LDL) (altos), triglicéridos (TG) en la sangre
(altos) o colesterol de alta densidad (HDL) (bajos). Se ha establecido que la elevacidon en
la concentracidn de lipidos promueve el desarrollo de aterosclerosis, una condicion
multifactorial que dafia el endotelio de manera crdénica y estd caracterizada por el
depésito de lipidos en la intima de las arterias de distribucidon®. Esta condicién promueve
las consecuencias clinicas de las ECV, tales como la enfermedad de las arterias coronarias
(CHD, Coronary Heart Disease), infarto isquémico, enfermedad arterial periférica (PAD,
Peripheral Arterial Disease), fallo cardiaco y muerte subita cardiovascular®. La
aterosclerosis es una de las principales causas para el desarrollo de las ECV y esta
involucrada en 3 de las principales causas de muerte en México®.

Ademas, a las dislipidemias se le han asociado a otras condiciones patoldgicas como a una
incidencia mayor de Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2), sindrome metabdlico, resistencia a la
insulina, intolerancia a la glucosa, insuficiencia arterial de miembros inferiores y ser la
causa mas frecuente de Pancreatitis Aguda (PA) en el caso de la Hipertrigliceridemia
(HTG)S.

La prevalencia de dislipidemias varia entre grupos étnicos, ademas de que es influenciada
por distintos factores ambientales, tales como sobrepeso, sedentarismo, ingesta elevada
de productos hipercaldricos, consumo de tabaco y alcohol, asi como falta de adherencia a
recomendaciones médicas’. La predisposicion de presentar una particular dislipidemia se
hace evidente en ejemplos de poblaciones en las que se tiene la misma carga genética,
pero los factores ambientales son los propicios para desarrollarla, como estrato
socioecondmico y tipo de alimentacién, por ejemplo, en grupos indigenas de poblacion
amerindia de Latinoamérica que permanecieron en su lugar de origen, el 20% presentan
una dislipidemia, mientras los que migraron a una zona urbanizada, la prevalencia es
cercana al 50%3. Otro componente importante es la etnicidad ya que se observan
diferencias en las concentraciones de lipidos entre grupos étnicos, por ejemplo, las
poblaciones caucasicas tienen una mayor concentracion de C; la poblacidon asiatica
concentraciones bajas de HDL y la fracciéon de la poblacién amerindia asentada en zonas
urbanas tienen una mayor prevalencia de HTG, casi la mitad de los adultos la presenta®.

La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia con el mayor prevalencia en adultos
mexicanos®; es evidente una predisposicion genética en la poblacion mexicana a
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desarrollar una dislipidemia, ya que casi la mitad de los adultos tiene HTG y/o
concentraciones bajas de HDL. Esta carga genética esta representada en la presencia de
alelos de riesgo para desarrollar estas patologias, que en la poblacion mestiza-mexicana
tienen una alta frecuencia (Tabla 3.1)%°,

Las dislipidemias son un problema de salud publica por ser el factor comin entre un
riesgo cardiovascular alto, incidencia en DT2, hipertensién arterial y sobrepeso, asi como
un papel determinante en 3 de las 5 causas mas frecuentes de muerte en México?.

En afos recientes, se ha acumulado evidencia que sugieren que la elevacién de
triglicéridos séricos esta asociada de manera causal a la patofisiologia de la aterosclerosis
y a su vez a un aumento en el riesgo para padecer un evento cardiovascularilt213 Se han
podido asociar mutaciones en un solo gen a la elevacion severa de TG en genes esenciales
para el metabolismo de lipoproteinas ricas en TG afectando en la actividad, ensamblaje y
transporte de la enzima Lipoproteinlipasa (LPL)!**; aunque en la mayoria de pacientes con
HTG, su elevacion de TG es causada por la combinacién de variantes genéticas con
efectos pequefios (Tabla 3.1, Tabla 3.2) y factores ambientales (volviendo a destacar
niveles de glucosa alto, sobrepeso e inactividad fisica)®32.

Hipertrigliceridemia

El prefijo hiper- significa: exceso o grado superior al normal; el sufijo -emia: en la
sangre'®; por lo que la HTG se entiende como: elevacion de triglicéridos en la sangre. La
legislacion mexicana determina que niveles séricos en ayuno de TG por arriba de 150
mg/dL es diagndstico de HTG®; se define HTG moderada con valores menores a 500
mg/dL y severa como valores mayores a 500 mg/dL*®.

Cuando los niveles de TG rebasan los valores de referencia, se necesita determinar si la
causa es primaria o secundaria. Las causas primarias suelen ser de origen genético, como
pérdida de la funcidon de LPL, deficiencia en la Apo C-II y defectos en LMF1 para
maduracion intracelular; generalmente observandose niveles de TG elevados como Unica
caracteristical*#’. Cuando los niveles elevados de TG no estan aislados, puede
sospecharse que otra enfermedad sea la causante de estas elevaciones; siendo causas
secundarias de TG elevados la DT2, sindrome metabdlico, consumo de alcohol,
prescripcion de estrégenos o glucocorticoides. El grado de HTG aumenta cuando se asocia
con estas condiciones, aumentando ademas con obesidad®.

La HTG severa tiene distintas caracteristicas: 1) niveles de TG en sangre variables de
500-2000 mg/dL'é; 2) niveles de TG generalmente por arriba del percentil 90 por edad y
género de la poblacién; y 3) niveles normales o bajos de Apo B, colesterol LDL y
colesterol HDL®> todos asociados a signos clinicos observables, tales como episodios de
dolor abdominal, xantelasmas (depdsito amarillento de C en los parpados!®), xantomas
eruptivos (papulas de 1-4 mm de diametro distribuidas superficies extensoras de las
extremidades, espalda, hombros, gliteos y manos!®) xantomas tuberosos (nddulos de
consistencia firme localizados en tendones extensores de las manos, las rodillas, los codos
y el tenddn de Aquiles), arco corneal (depédsito de ésteres de C en el estroma corneal
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formando posteriormente un arco periférico?®), PA recurrente y hepatoesplenomegalia
(incremento del tamano del higado y el bazo a sus dimensiones normales?!). (Figura 3.1).
Cuando los niveles de TG son extraordinariamente elevados, mayores a 900 mg/dL, es
probable que coexistan con otra comorbilidad (DT2, sindrome metabdlico) y factores
ambientales que estén contribuyendo a la elevacion de TG. La fisiopatologia de la HTG
tiene que ver con catabolismo alterado de las lipoproteinas quilomicrones (Q) y VLDL?2. En
la HTG severa ocurren varios procesos; hay un catabolismo deficiente de VLDL, baja
actividad de LPL y baja depuracion de Q y VLDL. Las VLDL alteradas (mas grandes en
tamano) contienen una cantidad mayor de TG, causando que la hidrdlisis de la LPL sea
mas lenta y a su vez una depuracién retrasada, ya que tanto las VLDL como los Q
compiten por el mismo mecanismo de depuracion mediante la LPL. Por lo que, cuando la
LPL estd metabolizando las VLDL alteradas y los Q entran en el sistema circulatorio
(generalmente después de una comida alta en lipidos) estos no son procesados y pueden
permanecer en la circulacidon por dias, en vez de horas, elevando la concentracion sérica
de TG; los Q pueden elevar los TG a niveles superiores 8000 mg/dL'’.

Una variante de esta condicién es la HTG familiar en el cual su diagndstico se establece
cuando el sujeto y uno o mas de sus familiares de primer o segundo grado, siguen el
mismo patron de HTG severa8,?3. Aunque se han realizado estudios de asociacién genética
para elevacién de TG,?*?> no se ha podido asociar variantes genéticas a la HTG familiar?®.
El diagndstico diferencial es necesario ya que se necesita descartar otras dislipidemias con
componente familiar como la hiperlipidemia familiar combinada, deficiencia de
lipoproteinlipasa familiar, sindrome de quilomicronemia familiar o] la
disbetalipoproteinemia familiar. Mas recientemente se ha probado que la HTG familiar se
puede distinguir de otras dislipidemias por caracteristicas bioquimicas presentes, tales
como los niveles bajos de Apo B, concentraciones mayores de insulina, FGF-21 (fibroblast
growth factor 21; el factor de crecimiento de fibroblasto 21; involucrado en la regulacién
del metabolismo de hepatocitos y adipocitos), ANGPTL3 (angiopoietin-like proteins 3; la
proteina tipo angiopoietina 3; mayor inhibidor de la actividad de LPL) y apo A-II?6,

Figura 3.1. Signos clinicos del depédsito de lipidos presente en la HTG severa. A:
Xantelasmas. B: Xantomas tuberosos. C: Arco corneal
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El reporte nacional para la prevalencia de dislipidemias mas detallado es la Encuesta
Nacional de Enfermedades Crdénicas (ENEC1993), en donde se reporta que la segunda
anomalia mas frecuente en la poblacion mexicana es la HTG. La prevalencia de niveles de
TG mayores a 150 mg/dL es de un 43% y de individuos con valores severos (mayores a
500 mg/dL) es del 2.9%?2’. Datos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2000, sefalan
que la prevalencia de HTG aumentod del 43% a un 49.1% en un lapso de 7 afios?®. El
siguiente estudio (ENSANUT 2006) estimé que la prevalencia de HTG disminuydé a un
31.5% vy se convirtio en la tercera dislipidemia mas frecuente en la poblacién; también se
observo en este estudio que la prevalencia de HTG es dos veces mas grande en individuos
con sobrepeso en comparacién con personas delgadas?®.

En Estados Unidos, los hispanos son el grupo étnico con mayor riesgo de padecer HTG3°
(40.4% para hombre y 34.9% para mujeres), en comparacion con las personas
caucasicas (39% para hombre y 31.6% para mujeres) y afroamericanas (19.5% para
hombre y 13.6% para mujeres). Ademads, los hispanos tienen tres veces mas
probabilidades de padecer DT2 y presentar resistencia a la insulina3!. La prevalencia de la
HTG familiar no se ha podido calcular, ya que faltan los estudios de los niveles
plasmaticos de TG en familiares en primer y seqgundo grado?®,.

Componente genético de la HTG

Debido al componente familiar en diferentes condiciones asociadas a lipidos, se han
realizado estudios para comprender el contexto genético que pudiera estar influyendo a la
fisiopatologia y se han asociado diferentes genes y variantes a una mayor probabilidad de
desarrollar dislipidemias32. Mediante un estudio de asociacidn de genoma completo
(GWAS) con una poblacién de 100 000 individuos de distintas poblaciones europeas, se
identificaron 95 /oci asociados a niveles séricos de TG, C, LDL y HDL?*. En lo que respecta
a TG, se identificaron variantes en 32 genes (Tabla 3.1). Algunas de estas variantes
también tienen asociado un eQTL (Expression quantitative trait loci; loci de expresion de
rasgos cuantitativos) por lo menos con un gen dentro de una region de 500 kb y en por lo
menos un tejido estudiado (higado, grasa visceral y grasa subcutanea).
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Locus Crom SNP lider Rasgo Otro rasgo Alelos/MAF Frecuenciaen Valor-p eQTL

lider mexicanos en
EUA (MAF)*
ANGPTL3 1 rs2131925 TG TC, LDL T/G/0.32 0.336 9 x1043 Si
GALNT2 1 rs4846914 HDL TG A/G/0.40 0.461 4x102!
APOB 2 rs1042034 TG HDL T/C/0.22 0.273 1x104°
GCKR 2 rs1260326 TG TC C/T/0.41 0.352 6x10°133 Si
COBLL1 2 rs10195252 TG T/C/0.40 0.172 2x10710 Si
IRS1 2 rs2972146 HDL TG T/G/0.37 0.164 3x10°° Si
MSL2L1 3 rs645040 TG T/G/0.22 0.227 3x108
KLHLS 4 rs442177 TG T/G/0.41 0.312 9x10°12
MAP3K1 5 rs9686661 TG C/T/0.20 0.289 1x1071°
TIMD4 5 rs6882076 TC LDL, TG C/T/0.35 0.250 7x1028
HLA 6 rs2247056 TG C/T/0.25 0.109 2x1071°
TYW1B 7 rs13238203 TG C/T/0.04 0.008 1x10°
MLXIPL 7 rs17145738 TG HDL C/T/0.12 0.055 6x107°8 Si
PINX1 8 rs11776767 TG G/C/0.37 0.250 1x108
NAT2 8 rs1495741 TG TC A/G/0.22 0.328 5x1074 Si
LPL 8 rs12678919 TG HDL A/G/0.12 0.055 2x10°115 Si
TRIB1 8 rs2954029 TG TC, LDL, HDL A/T/0.47 0.359 3x107°° Si
JMID1C 10 rs10761731 TG A/T/0.43 0.281 3x10712
CYP26A1 10 rs2068888 TG G/A/0.46 0.461 2x108
FADS1-2-3 11 rs174546 TG HDL, TC, LDL C/T/0.34 0.312 5x10724
APOA1 11 rs964184 TG TC, HDL, LDL C/G/0.13 0.281 7x107240 Si
LRP1 12 rs11613352 TG HDL C/T/0.23 0.469 4x10°10
ZNF664 12 rs4765127 HDL TG G/T/0.34 0.312 3x1071°
CAPN3 15 rs2412710 TG G/A/0.02 0.055 2x108
FRMDS5 15 rs2929282 TG A/T/0.05 0.125 2x101 Si
LIPC 15 rs1532085 HDL TC, TG G/A/0.39 0.320 3x107°6 Si
CTF1 16 rs11649653 TG C/G/0.40 0.461 3x108 Si
CETP 16 rs3764261 HDL TC, LDL, TG C/A/0.32 0.336 7x107380
CILP2 19 rs10401969 TC TG, LDL T/C/0.07 0.070 3x10738 Si
APOE 19 rs439401 TG C/T/0.36 0.500 1x10-3° Si
PLTP 20 rs6065906 HDL TG T/C/0.18 0.133 2x1022
PLA2G6 22 rs5756931 TG T/C/0.40 0.398 4x10°8

Tabla 3.1. Variantes de genes asociados a concentracion de niveles séricos de TG en una
cohorte de poblacion europea identificados mediante GWA. Crom: Cromosoma, MAF:
Frecuencia del alelo menos comun. *Proveniente del Proyecto 1000 Genomes Fase 3. Modificado
de Teslovich et al, 2010.

Cabe mencionar que este estudio se realizd exclusivamente en poblacién europea y
aunque se intentd extrapolar a otras poblaciones (africana y asiatica) no se contaba con
informacidn genotipica suficiente. Posteriormente se realizé otro estudio de asociacién a
nivel genoma completo en la poblacién mexicana (n=4361)2°. Con este acercamiento se
pudo determinar que aproximadamente el 50% de las variantes identificadas en poblacion
europea también esta asociadas a la HTG en poblacion mexicana, pero las variantes con
mayor asociacion en el estudio con mexicanos no se encontraron en poblacidon europea?®
(Tabla 3.3). Se hipotetizd que la diferencia en las frecuencias alélicas de las variantes
entre grupos étnicos, la estructura de los bloques con desequilibrio de ligamiento entre
los grupos étnicos y la existencia de variantes de riesgo exclusivas de ciertas poblaciones
explica las diferencias en el componente genético de la HTG entre las poblaciones
europeas Yy la poblaciéon mestiza-mexicana?®.

La poblacion mestizo-mexicana es una poblacidn recientemente mezclada con
componente Europeo y Nativo-Americano en proporciones similares, cercanas al 50%33.
Debido a que el componente genético de poblaciones Nativo Americanas esta
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parcialmente explorado, el estudio de la poblacidon mestiza-mexicana representa una
oportunidad para identificar genes nuevos y/o vias metabdlicas relacionadas a la HTG no
antes descubiertas.

Locus SNP lider en MAF (MX/EUR) Valor-p éGen presente en el estudio
mexicanos europeo?
APOA5 rs964184 G (0.30/0.12) 5.5X10°%° Si, mismo SNP
GCKR rs1260326 T (0.26/0.42) 2.2X10°13 Si, mismo SNP
LPL rs12678919 G (0.05/0.12) 2.7X101° Si, mismo SNP
MLXIPL rs2286276 T (0.12/0.26) 2.2X107% Si, diferente SNP lider
SNP lider europeo MAF (MX/EUR)
rs17145738 T (0.06/0.12)
TIMD4 rs2036402 C (0.45/0.25) 3.4X107¢ Si, diferente SNP lider
SNP lider europeo MAF (MX/EUR)
rs1363232 A (0.10/0.30)
CILP2 rs2228603 T (0.03/0.10) 3X107% Si, diferente SNP lider
SNP lider europeo MAF (MX/EUR)
rs10401969 C (0.05/0.10)
ANGPTL3 rs10889337 A (0.45/0.35) 3.3X10°% Si, diferente SNP lider
SNP lider europeo MAF (MX/EUR)
rs2131925 G (0.45/0.33)

Tabla 3.2. Variantes de genes asociados a HTG en una cohorte de poblacion mexicana
identificados mediante GWAS. MX: poblacion mexicana, EUR: poblacién europea; MAF:
Frecuencia del alelo menos comun. Modificado de Aguilar et a/, 2014.

Los genes identificados en los estudios GWAS de los dos estudios (poblacién europea y
poblacion mexicana) codifican para proteinas que estan encargadas del &ptimo
metabolismo de las lipoproteinas ricas en TG y algunas variantes de secuencia en estos
genes son causantes de HTG monogénicas. Estos incluyen a LPL, APOC2, APOA5, LMF1,
GPIHBP1 y GPD13*; los cuales tienen un efecto directo o indirecto con la funcién de LPL y
asi reducir considerablemente el metabolismo de las lipoproteinas. Por otro lado,
variantes monogénicas en hipotrigliceridemia (niveles bajos de TG séricos) se deben a
mutaciones homocigotas en proteinas necesarias para el ensamblaje y secrecién de
lipoproteinas, como APOB y ANGPTL3, ademas de que ANGPTL3 inhibe a LPL. En el caso
del gen GCKR (Glucokinase regulator, Regulador de la Glucocinasa), se afecta el
metabolismo de carbohidratos3* ya que este gen codifica para la proteina inhibidora de la
glucocinasa (enzima regulatoria de la absorcion y almacenamiento de la glucosa
proveniente de la dieta)®. En el higado, este regulador forma un complejo inhibitorio con
la glucocinasa y la variante funcional identificada atenua la inhibicion dependiente de la
union, lo cual promueve sintesis de novo de TG y atenuacion de la oxidacion de acidos
grasos3®,

La mayoria de los casos de HTG, se debe a defectos poligénicos mas que monogénicos;
una mayor carga de variantes raras heterocigotas con efecto mayor, ademas de la
acumulaciéon de efectos pequefios causados por SNPs en mas de 40 /oci repartidos en el
genomalt. La carga genética de niveles severos mayores de 800 mg/dL de TG en adultos
es a una compleja mezcla de factores comunes y raros en el genoma de un individuo;
estos pacientes son raros en la poblacién porque una gran acumulacion de variantes es
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estadisticamente poco probable. Por lo regular, los niveles mas severos de TG son en
pacientes jévenes con desérdenes monogénicos y con minima contribucién de factores no
genéticos!* (Figura 3.2). Una vez identificados estos loci y variantes genéticas es
necesario dilucidar su mecanismo de accidon y como alteran el metabolismo de TG.

50%
Multigénica: variantes raras en LPL, APOA5, GCKR, Pueden ser monogénica: LPL,
APOB, LMFT, GPIHBPT, CREBHT, APOC2, APOE, APOCZ, APOAS, LMFT,
ademas de variantes con efecto pequefio. GPIHBP1, GPD1.

N
VA\_.

~25% ~0.1%

L] T L] L] L] L L] n L} L ] L] L]
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15
Triglicéridos séricos (no en ayuno); mmol/L -
A A J
A Y
Elevacion leve a moderada de TG; Elevacion severa de TG

incremento del riesgo a padecer ECV. Quilomicronemia
Riesgo a PA

Posible aumento del riesgo a padecer ECV

Figura 3.2. Complejidad de las bases genéticas de la HTG. Se muestra un aproximado del
porcentaje de individuos presente en cada intervalo bioquimico. ECV: Enfermedades
cardiovasculares, TG: Triglicéridos, PA: Pancreatitis aguda. Modificado de Lewis et a/, 2015.

Antecedentes directos

Recientemente, nuestro grupo de trabajo realizé un estudio de asociacién GWAS posterior
a la secuenciacion masiva del exoma completo de pacientes mexicanos con HTG severa y
de pacientes con niveles normales de triglicéridos circulantes para identificar genes y
variantes asociadas a la elevacion de TG. Mediante esta estrategia se identificd una region
cromosomica dentro del gen LRPPRC asociado significativamente a un aumento
importante en los niveles de triglicéridos séricos (p= 1x10°). En este estudio se identifico
dentro del gen LRPPRC un haplotipo de tres variantes intrénicas (rs7593842, rs58811869
y rs72877186) y se encontré que ser portador de este haplotipo aumenta 6 veces el
riesgo a desarrollar HTGSF (datos aun no publicados).

En otros experimentos funcionales, mediante un experimento de EMSA (Electrophoresis
Mobility Shift Assay, Ensayo de movilidad electroforética) en la linea celular de
hepatocarcinoma HepG2, se comprobd que la variante rs58811869 influye en la union del
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factor de transcripcién CTCF, pudiendo tener afectaciones en expresion de genes o en
organizacion de la cromatina, ya que CTCF tiene funcidn como organizador de la
cromatina3’38,

LRPPRC

El gen LRPPRC, también conocido como LRP130, codifica para una proteina rica en
leucinas que contiene repeticiones del motivo pentatricopéptido (Leucine Rich
Pentatricopeptide Repeat Containing, LRPPRC) y se encuentra en la banda 21 del brazo
corto del cromosoma 2 (2p21). Contiene 38 exones y 109.5 kb. Se codifica en la cadena
antisentido y se conocen 71 distintas isoformas3® (Tabla suplementaria 1.1). La proteina
candnica codificada por LRPPRC tiene un tamafio de 130 kDa, contiene 1394 aminoacidos
y es rica en leucina. Esta proteina estd caracterizada por varios dominios PPR
(Pentatricopeptide repeat o repeticiones del motivo pentatricopéptido) y por lo tanto
pertenece a la familia de proteinas con dominios PPR (Figura 3.3).

A

Aminoacido 1 Aminoacido 1394
N C

Secuencia blanco mitocondrial
B Cominio de unidn a RMNA

UTR
BN Region codificante

DominicoPPR

Figura 3.3. Representacion grafica de la estructura del gen LRPPRC y su proteina.
Modificado de Oldhova et al, 2015.

Las proteinas con dominio PPR son parte de una familia de proteinas que se unen al RNA
mitocondrial. Las proteinas pertenecientes a la familia PPR fueron descubiertas en
estudios en plantas (Arabidopsis thaliana*°) y se caracterizan por la presencia de arreglos
en tandem de repeticiones derivados de 35 aminoacidos de 2 a 27 repeticiones por
péptido*%4, El dominio PPR estad vinculado a la repeticion del motivo tetratricopéptido
(tetratricopeptide repeat, TPR), aunque estas proteinas estan mas relacionadas a
interacciones proteina-proteina. Se predijo que PPR forma dos a-hélice antiparalelas que a
su vez crearian una super hélice, con arreglos en tandem y una cavidad central que
podria involucrarse en la unién al mitRNA (dentro de la cavidad, la union seria entre el
fondo cargado positivamente al esqueleto de fosfatos cargado negativamente de la
cadena de mitRNA) mas que de proteina-proteina como los motivos TPR*'. Aun asi, estas
interacciones son predictivas, ya que el mecanismo por el cual el dominio PPR interacciona
con el RNA aun no ha sido dilucidado. En cuanto a LRPPRC se determind que el sitio de
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union al mitRNA estd en la fraccién carboxilo terminal de la proteina y esta formado por
dos de los 22 dominios PPR de la proteina*?. La mayoria de las proteinas PPR no tienen
otro sitio activo, por lo que el procesamiento de RNA se lleve a cabo por otras proteinas
que se asocian al complejo PPR-mitRNA** y el mitRNA se encuentra estabilizado
estructuralmente.

En un inicio se pensd que esta familia de proteinas podia ser exclusiva de plantas, con
mas de 200 miembros y cuatro subclases (las cuales llegarian a contener de 400 a 600
proteinas), sélo 20 tipos en protistas y una minoria en eucariontes, sin embargo, se
encontraron 7 proteinas PPR mitocondriales en humanos*. Estas son: POLRMT
(mitochondrial RNA polymerase, RNA polimerasa mitocondrial); LRPPRC; MRPP3
(mitochondrial RNase P protein 3, Proteina mitocondrial RNasa P 3); MRPS27
(mitochondrial ribosomal protein of the small subunit 27, Proteina ribosomal mitocondrial
de la subunidad pequefia 27); y tres proteinas que contienen dominios PPR (PPR domain
containing proteins, PTCD)*. La proteina LRPPRC tiene sitios de fosforilacién, que estan
ubicados en la regién carboxilo terminal, en la secuencia de aminoacidos de 1026 al 1138,
por lo que se podria inferir que su interaccion con el mtRNA podria estar regulado por la
fosforilacién de serinas y treoninas?.

La proteina LRPPRC cumple su funcidon de proveer estabilidad al mitRNA al formar un
complejo proteina-acido nucleico dentro de la mitocondria, pero su gen no esta codificado
en el mtDNA, sino en el ndcleo, por lo que tiene que importarse hacia la mitocondria. Las
proteinas que son importadas a la mitocondria tienen sefiales a lo largo de su secuencia
de aminodacidos para ser identificadas, ya sean editables (presecuencias o-hélices
anfipaticas) o no editables (secuencias de aminoacidos y sefiales de anclaje)*’. Estas
proteinas tienen distintos métodos de importacién dependiendo de la zona en la
mitocondria a la cual van a realizar su funcion; cruzar la membrana externa y estar en el
espacio intermembranal y/o cruzar la membrana interna. Estas maquinarias de
importacidn estan compuestas de varias subunidades, ademas de hacer uso de la bomba
de electrones para su funciéon’.

Para describir la importacion de LRPPRC, en condiciones in vitro se marco
radioactivamente a la proteina y se incubd con mitocondrias aisladas de higado de ratén,
observandose la presencia de una LRPPRC mas pequefa al tamafio predicho para esta
proteina*®; esto confirma la idea de que la secuencia objetivo para importe a la
mitocondria se pierde a la entrada por la membrana mitocondrial.

En otra condicién con un desacoplante de la fosforilacion oxidativa como el CCCP
(Carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona, inhibidor quimico que produce que la membrana
interna de la mitocondria sea permeable a protones), no hay corte de la secuencia
objetivo para transporte a la mitocondria, por lo que se concluye que el procesamiento e
importacién de LRPPRC necesitan del potencial de membrana mitocondria*®.

Por Gltimo, en esta evaluacion con mitocondrias aisladas, se utilizé una condicién de
degradacion mediante tripsina para determinar cudl de las dos variantes de LRPPRC (con
o sin secuencia de importe) estd presente dentro de la mitocondria; la cual fue la variante
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sin secuencia de importe. No hubo presencia de LRPPRC sin corte, ya que no fue
protegida contra la hidrodlisis de la tripsina“.

Para determinar la localizacion subcelular de LRPPRC, Mili y colaboradores (2003)
observaron mediante fraccionamiento celular que la proteina se encontraba en su mayoria
en la mitocondria y en el nucleo, sin embargo, no se descarté una posible contaminacion
de mitocondria en la fraccion nuclear®®. Tsuchiya y colaboradores (2004) identificaron la
presencia de LRPPRC en fracciones nucleares, membrana nuclear y de reticulo
endoplasmico. En estos trabajos se utilizaron técnicas de inmunoprecipitaciéon por lo que
los diferentes anticuerpos utilizados, asi como posibles isoformas de LRPPRC pudieron
haber influido para esta diferencia de co-localizacidon subcelular*®. También Sterky vy
colaboradores (2010) realizaron evaluaciones de la localizacion de LRPPRC y mediante
transfeccion de plasmidos en células HelLa con expresidon de LRPPRC acoplada a la
proteina verde fluorescente y otro plasmido con una proteina rojo fluorescente dirigida a
la matriz mitocondrial se mostré que existia una superposicion perfecta de las senales
fluorescente*®; también mediante tincidn inmunohistoquimica con anticuerpo contra
LRPPRC vy el colorante Mitotracker (tincidon selectiva para la mitocondria) se demostré que
la sefial de LRPPRC sélo co-localiza en la mitocondria. Como ultimo experimento, se
realizd un fraccionamiento de mitocondrias de higado de ratén y se identific6 que LRPPRC
se localiza especificamente en la matriz mitocondrial mitocondrial*®.

Funcion de la proteina LRPPRC

LRPPRC es un gen nuclear cuya proteina realiza su funcién dentro de la mitocondria;
remodela estructuras secundarias en el mitRNA y mantiene laxa la estructura para facilitar
la transcripcion y poliadenilacidn mitocondrial®®; por lo que a nivel mitocondrial ayuda al
correcto funcionamiento de la respiracidn oxidativa, la oxidacion de &cidos grasos y
regulando el contenido de lipidos a nivel hepatico>!°2,

El DNA mitocondrial codifica para 37 genes requeridos para la produccién de energia; 13
genes son para proteinas de la cadena respiratoria, 22 RNA de transferencia y 2 RNAs
ribosomales®3. La funcion del mitDNA en la célula depende tanto del nimero de copias del
genoma mitocondrial asi como de la integridad de cada molécula de mitDNA>%.

Dada la participacién de LRPPRC en estabilizar a los mitRNAs para su correcto
procesamiento, se realizaron experimentos para evaluar si también la funcionalidad de la
mitocondria estaria comprometida ante la disminucion de la expresion de LRPPRC.
Mediante knockdown graduales de LRPPRC con inactivacién del 8% a 100% en células en
cultivo MCH58 (fibroblastos inmortalizados de piel humana) y el andlisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) se demostrd que los transcritos de mRNA
mitocondrial disminuyen de forma directamente proporcional a la disminucién de LRPPRC.
También se reportd una disminucion de la respiracion mitocondrial y un aumento en la
actividad glucolitica, mientras que no hubo cambios en los niveles de rRNA
mitocondriales®>>. Con uso de gPCR (PCR cuantitativa) dirigidos a los mRNA y rRNA
mitocondriales se determind que en las dos condiciones con un porcentaje de inactivacion
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mayor, habia una reduccidon importante en cada uno de los trece mRNA mitocondriales y
gue no habia afectacién en ninguno de los dos rRNA ni en los transcritos policistrénicos.
Por lo que se propuso que la proteina LRPPRC es necesaria para la expresion de todos los
mRNA y su procesamiento®°. (Figura 3.4).

Por medio de experimentos knock-down para LRPPRC en ratones se formaron
heterocigotos Lrpprc*/- y su cruza no produjo homocigotos Lrpprc”- viables, ya que en el
estadio E8.5 la pérdida completa de LRPPRC produjo letalidad embrionaria®®. Los
transcritos extraidos del corazén de estos ratones demostraron una disminucién marcada
en la mayoria de los mRNA, desde las cuatro semanas de edad, produciendo una pérdida
de coordinacion en la traduccién, la cual resultaba en colas de poliA aberrantes (mas
cortas) en los animales LRPPRC-deficientes. Los niveles de distintos transcritos, sin
LRPPRC, fueron mucho mas altos e incluso inestables, ya que la reserva de mRNAs
extraribosomales desaparecid y los mRNAs se unieron de manera aberrante a las
subunidades de ribosomas libres. Aunque hubo un descenso marcado en niveles del
mMRNA por la pérdida de LRPPRC no hubo un aumento en la transcripcién mitocondrial®®.

HitRNAs POLRMT
mRANAs

ErRNAs R
Transcripcion

ﬁ PTCD2

, PTCD1
= @)ELA@ ft
5 5

ﬁ Procesamiento del RNA LRPPRC

Modificacion nuclectidica l Poliadenilacion

i m——

PTCDA MRPS27

Degradacion de RNA

Traduccign —=

Complejo respiratorio

Figura 3.4. Las proteinas que contienen motivos PPR estan involucrados en transcripcion,
traduccién, procesamiento y estabilidad del RNA mitocondrial. En mamiferos, las siete
proteinas identificadas que contienen motivos PPR realizan su funcidn de regulaciéon de expresion
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de genes mitocondriales: POLRMT es responsable de la transcripciéon del genoma mitocondrial,
PTCD?2 regula el procesamiento de del RNA del gen Cyt b ya que hay una estructura secundaria en
su locus, LRPPRC esta implicado en la estabilidad de los mRNA mitocondriales codificantes para
proteinas de la cadena respiratoria, PTCD1 se asocia a los tRNA leucina y actla como un regulador
negativo afectando la abundancia de proteinas codificadas en la mitocondria, MRPP3 es uno de los
componentes de la RNasa P y es necesaria para el procesamiento del tRNA mitocondrial, PTCD3 y
MRPS27 se asocian con la subunidad pequefa del ribosoma mitocondrial teniendo impacto en la
sintesis proteinas mitocondriales. Modificado de Rackham et a/, 2011.

Otro estudio identificé a la proteina LRPPRC como una RNP (ribonucleoproteina) nuclear
intermediaria®’, el cual es un complejo de proteinas que se asocian con pre-mRNA y
mRNA, regulando la estabilidad y el manejo de los mRNA maduros. Se demostrd,
mediante inmunoprecipitacion, que LRPPRC se asocia a la proteina de 12 kDa SLIRP,
asociada a homeostasis del RNA mitocondrial. Se realizaron las inmunoprecipitaciones con
anticuerpos anti-LRPPRC y anti-SLIRP y el complejo entre las dos proteinas fue
recuperado (asi como mRNA), demostrando su interaccién®®. Se utilizé radiacién UV para
inducir enlaces cruzados entre RNA y proteinas en la linea celular Hela, y se identifico a
una proteina de 130 kDa, la cual fue sometida a un andlisis de espectrometria de masas y
se identific6 como LRPPRC, ademas de su unién a la cola de poli-A del mRNA in vivo>2.

LRPPRC en el metabolismo

Debido a la funcion de brindar estabilidad al mitRNA y consecuente expresion optima de
proteinas de la cadena respiratoria, la proteina de LRPPRC juega un papel importante en
el metabolismo y la fosforilacidn oxidativa. Mediante el estudio de modelos knock-down y
de sobre-expresion de LRPPRC en lineas celulares humanas y en ratones transgénicos
higado-especificos de LRPPRC, se evalud la influencia de este gen en la fosforilacion
oxidativa y la oxidacion de acidos grasos®!. En células con sobre-expresién de LRPPRC,
hubo un incremento de la fosforilacidn oxidativa, que se ve reflejado en una mayor
produccion de ATP ya que LRPPRC no aumenta la cantidad de mitocondrias (biogénesis
mitocondrial), pero si en la estructuracion de la matriz mitocondrial (una mayor densidad
de crestas en la membrana interna)>!. Para probar los efectos en la fosforilacidon oxidativa
de LRPPRC in vivo se produjeron ratones transgénicos para LRPPRC y se evaluaron las
vias metabdlicas asociadas tanto a la fosforilacion oxidativa, como a la oxidacion de
acidos grasos y la cetogénesis. En ratones con deficiencia de LRPPRC se observé una
disminucidn de B-hidroxibutirato (cuerpo ceténico mas abundante producido en la
cetogénesis). De manera inversa, en el ratdon con sobre-expresion de LRPPRC, los niveles
séricos de este cuerpo cetdnico aumentaron; en ambos casos, los acidos grasos libres
séricos no mostraron cambios. La cetogénesis y la B-oxidacion aumentaron en los
hepatocitos aislados del ratén con un alto nivel de LRPPRC mientras que los niveles de
MRNA nucleares de enzimas que controlan el equilibrio entre estos dos procesos no
mostraron cambios; demostrando que los efectos de LRPPRC son independientes a la
expresidon de genes nucleares de la cetogénesis y la B-oxidacién>!. También se demostré
el aumento de expresion de subunidades de la cadena respiratoria codificadas en el
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mtDNA en células con una alta expresion de LRPPRC, por lo cual la proteina podria tener
una funcion de co-activador de la transcripcién mitocondrial®!; proponiendo un efecto en
el cual la presencia de la proteina estimula la respiracion mitocondrial, mientras que su
ausencia, la inhibe (Figura 3.5).

Para comprobar si el aumento en estas vias metabdlicas de la cadena respiratoria
(cetogénesis y B-oxidacién) podrian estar influyendo los niveles séricos y hepaticos de TG
y C se realizd un estudio con ratones transgénicos que tenian sobre-expresion de LRPPRC
y ratones knock-down higado-especificos®®. Los resultados demostraron que con una dieta
regular (chow) o con una dieta alta en grasas, el genotipo no influye en la ganancia de
peso. Algunas diferencias en los ratones con modificacion en la expresiéon de LRPPRC son:
1) el aumento del 17% en los niveles de ATP hepaticos en los ratones con sobre-
expresidn, 2) una disminucién del 14% en niveles de ATP hepaticos en los ratones knock-
down y 3) una disminucion del 36.6% en el ritmo de respiracion de la mitocondria en los
ratones knock-down. En modelos murinos de sobre-expresion de LRPPRC existe un
aumento de B-hidroxibutirato, asi como un aumento en la expresion de las subunidades
de la cadena respiratoria codificadas en la mitocondria. En contraste, el modelo murino
con knock-down a LRPPRC se observo una disminucion del 40% en la producciéon de CO; y
una disminucion del 19% en la captacion de palmitato®®, consecuencias esperadas, ya que
hay una menor cantidad de subunidades de la cadena respiratoria y una menor tasa de
fosforilacién oxidativa.

En lo que respecta a lipidos séricos, en el mismo estudio, una dieta alta en grasas indujo
una acumulaciéon de TG y C en todos los genotipos estudiados. Sin embargo, en los
ratones transgénicos se vio una acumulacion menor en comparacién con los ratones
control, mientras que en los animales knock-down se presentaron niveles mas altos (2.5
veces mas a comparacion con el ratén wild type)>°. Otro efecto observado fue que LRPPRC
provee proteccion contra lesiones de esteatosis en el higado, ya que no hubo lesiones en
tinciones de higado de ratones transgénicos, pero si en los ratones knock-down. No hubo
cambios en niveles de acidos grasos libres ni en genes que regulan el metabolismo de
lipidos en ninguno de los dos tipos de ratones®®, confirmando que la disminucién de
LRPPRC influye en los genes codificados en el mtDNA de la fosforilacidon oxidativa y no en
los codificados en el DNA gendmico>!.

Akie y colaboradores, ademas de analizar la capacidad oxidativa de acidos grasos en
cultivos primarios de hepatocito que expresaban ectdpicamente LRPPRC, evalud si la
fosforilacién oxidativa exacerbada aumentaria la cantidad de NAD+ (activador de las
enzimas del Ciclo de Acido Citrico) y de esta forma promovia la oxidacion completa de los
acidos grasos. Este estudio queria evaluar la hipétesis en la cual la Higado Graso No
Alcoholica (HGNA) es provocada por la resistencia a la insulina y la reduccion de la
proporcion [NAD+]/[NADH] dependiente de la fosforilacion oxidativa. Cuando se sobre-
expresod LRPPRC en higados de ratdn, se observd todo lo contrario: con una dieta alta en
grasa, hubo menos presencia de esteatosis en el higado, menos inflamacion, mayor
sensibilidad a la insulina, disminucidon de especies reactivas del oxigeno (ROS), mayor
liberacion de CO, y una mayor cantidad de NAD+ (ultimas dos condiciones, indicativos de
una mayor oxidacién de palmitato); por lo que la activacion de la fosforilacién oxidativa
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hepatica influenciada por el aumento de la proteina de LRPPRC y aumento de NAD+
promueve la oxidacion completa de acidos grasos y una proteccién contra HGNA>2. (Figura
3.5).

Con los resultados anteriores, se puede inferir que el incremento en los niveles LRPPRC,
resulta en el aumento en la expresion de genes codificados en la mitocondria relacionados
con la fosforilacidon oxidativa. Esto lleva a un aumento en la captacién y oxidacidon de
acidos grasos por los hepatocitos y a una reduccion de TG y C tanto hepaticos como
séricos. Por otro lado, si hay disminucion de la expresion de LRPPRC, ocurre lo contrario;
disminucién en los niveles de mRNA de genes mitocondriales, disminucién de actividad de
fosforilacién oxidativa, disminucidn de oxidacion completa de acidos grasos y la
acumulacién de lipidos en el higado y su aumento en la circulacién.

Subunidades respiratorias
mitocondriales

Respirasoma
Fosforilacion oxidativa

H/-
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Figura 3.5. Esquema del posible mecanismo de acciéon por el cual LRPPRC tiene influencia
en la B-oxidacion de acidos grasos y esteatosis hepatica. LRPPRC (o LRP130) interactia con
POLMRT (RNA Polimerasa mitocondrial humana) para activar la transcripcion mitocondrial; lo cual
induce un aumento de la produccion de péptidos codificada en el mtDNA y asi promover la
fosforilacion oxidativa, oxidacion hepatica de acidos grasos y cetogénesis; en el caso de exceso de
nutrientes, hay un aumento de NADH reducido en la relacion NADH/NAD+ lo que inhibe la
oxidacién completa de acidos grasos provocando esteatosis. Al tener una fosforilacién oxidativa
hepdtica aumentada, se aumenta el NAD+ oxidado en la relacion NAD+/NADH y asi producir la
oxidacion completa de &cidos grasos. AGL: Acidos grasos libres, B-OAG: p-oxidacion de &cidos
grasos. Modificado de Liu et al, 2011 y Akie et al, 2015.
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Papel de LRPPRC en distintas patologias humanas
Sindrome de Leigh

Mutaciones presentes en LRPPRC estan asociadas al sindrome de Leigh, particularmente a
la variedad franco-canadiense®®. El sindrome de Leigh es una condicién neurodegenerativa
muscular caracterizada por hipotonia, dimorfismo facial, y retraso en el desarrollo. En
esta variedad de la enfermedad se detectaron niveles bajos de COX en el cerebro y el
higado pero no en tejidos renales ni musculares®!. Los pacientes con esta condicidn,
ademas de los sintomas neuronales, tienden a tener anormalidades en el metabolismo,
reflejado en el aumento de lactato sérico y acidosis lactica, asi como anormalidades en el
sistema digestivo, como necrosis hepatocelular, aumento de lipidos intracelulares en los
hepatocitos y esteatosis microvesicular hepatica®®3. El sindrome de Leigh puede
presentarse ante cualquier deficiencia en los complejos de la cadena de la fosforilacion
oxidativa, ya sea en genes nucleares o mitocondriales.

La integracion de datos de DNA (mapeo en la regidén 2p16-21 con 15 genes candidatos),
RNA (mRNA con patrones de expresion parecidos a genes mitocondriales) y proteina
(protedmica de mitocondria aislada de la linea celular humana HepG2) se utilizaron para
identificar el gen causal de esta variante del sindrome de Leigh®. Mediante Ia
secuenciacion de los exomas de LRPPRC en dos pacientes se encontré un cambio de base,
en el exén 9, que resulta en un cambio en el aminoacido 354 (A354V) y al genotipar los
pacientes restantes, 21 de 22 fueron homocigotos para la mutacién, mientras el ultimo
fue heterocigoto en adicién con una deleciéon de 8 nucledtidos en el exén 35, resultando
en un codon de terminacidon prematuro; la mutacidn no estaba presente en ninguno de los
controles. Estas dos mutaciones proporcionan evidencia de la implicacién de LRPPRC como
la causante de la variante franco-canadiense del sindrome de Leigh®°.

Enfermedad de Parkinson

En otros estudios, se reportd asociacién de LRPPRC con la enfermedad de Parkinson (EP).
Esta es una condicidbn neurodegenerativa caracterizada por temblor, rigidez vy
bradiquinesia (trastorno del movimiento provocado por un aumento de la rigidez
muscular, causando lentitud motriz e incapacidad de realizar movimientos delicados). En
25% de los casos, existe mas de un familiar afectado, por lo que hay una fuerte
asociacién genética.

De todos los mecanismos asociados a EP, la via de PINK1/Parkin es de la mas estudiada.
En esta via, existe fisidn mitocondrial lo cual inicia la mitofagia por ubiquitinacién de
mitofusinas. En un estudio para estudiar mas este mecanismo, se aislaron proteinas
directamente asociadas con PINK1 y se identificaron 14 proteinas presentes en diferentes
sitios celulares incluyendo la mitocondria, entre las que se encuentra LRPPRC. Como esta
proteina estd asociada a una patologia neurodegenerativa (s. de Leigh), se secuenciaron
los 38 exones y regiones intronicas aledafas del gen de 46 pacientes con EP%*. Se
detectaron 4 variaciones sindnimas, 17 cambios intrénicos, 2 en la region 3'UTR y 1 en la
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5'UTR, por lo que se concluyd que no hay una variante potencialmente patégena, pero no
podrian descartarse variaciones en la dosis génica.

En un estudio posterior®®, se estudiaron 7 de las 20 variantes no codificantes encontradas
por Racovik y colaboradores. Con el ensayo de minigen se evidenciaron patrones
aberrantes en el empalme de RNA (splicing) por la presencia de variantes en las
secuencias regulatorias o zonas potenciadoras (enhancer) y silenciadoras (silencer) de
este proceso. Se determind que 4 de las variantes (rs35113761, rs3795859, rs76850904
y rs7593842) estudiadas influian en el patron de empalme del RNA y que estos cambios
eran tejido-especificos. Esto se demostré al tener diferentes patrones en el empalme del
RNA vy diferentes isoformas dependiendo si la variante estaba presente y de la linea
celular humana (HelLa, HEK293T y SH-SY5Y) en la cual se expresd®. Se predijo
bioinformaticamente que estos cambios y la formacién de isoformas provocaria skipping
de los exones aledanos a las variantes identificadas y posibles proteinas truncas; por lo
gue estas variantes podrian causar alteraciones en la estructura o la funcionalidad de la
proteina.

Cancer

Varios estudios demuestran que cambios en la expresion de LRPPRC, sobretodo con
sobre-expresidn, estan implicados en desarrollo de diferentes tipos de cancer® (Tabla
3.4). Un ejemplo es en el cancer de prostata, en el cual se ha observado que la elevacién
de niveles de LRPPRC estad asociado positivamente con el grado del tumor, metastasis y
niveles de antigeno prostatico sérico, asi como con un mal prondstico.

En estudios con distintos modelos cancerigenos, se ha demostrado que la inhibicidn
artificial de LRPPRC mediante siRNAs disminuyd el crecimiento de células gastricas
cancerosas. Por su parte, en un modelo knock-down se disminuye la invasién, capacidad
anti-apoptotica y la capacidad formadora de colonias in vitro en células de Linfoma de
Hodgkin.
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Muestras de cancer Método Expresion de LRPPRC Ref.
213 muestras de médula 6sea PCR cuantitativa El modelo con varios genes (67)
proveniente de pacientes con (incluyendo a LRPPRC) esta
leucemia mieloblastica crénica asociado a un aumento de

riesgo a una recaida.
38 muestras de Inmunohistoquimica con Niveles de LRPPRC aumentados  (68)
adenocarcinomas pulmonares acercamiento de Protedmica en tejidos cancerosos
comparados a tejidos pareados
sin signos de tumoracion.
253 muestras de cancer Tincién inmunohistoquimica Niveles de LRPPRC (59)
gastricos aumentados en tejidos
cancerosos comparados a
tejidos control pareados.
12 muestras de cancer Etiqueta de masa en tandem (TMT) Niveles de LRPPRC (79
gastricos y subsecuente espectrometria de aumentados en tejidos
masas cancerosos comparados a
tejidos sanos adyacentes.
112 muestras de céncer de Tincién inmunohistoquimica Niveles de LRPPRC ()
prostata aumentados en tejidos
cancerosos comparados a
tejidos HPB.
111 muestras de céncer de Tinciéon inmunohistoquimica Niveles de LRPPRC (72)
préstata aumentados en tejidos
cancerosos comparados a
tejidos HPB.
198 muestras de céncer de Tinciéon inmunohistoquimica Niveles de LRPPRC (73)
préstata aumentados en tejidos
cancerosos comparados a
tejidos HPB.
133 muestras de céncer Las etiguetas isobaricas para Niveles de LRPPRC (@)
colorectal cuantificacion relativa y absoluta y aumentados en tejidos
tincién inmunohistoquimica cancerosos comparados a
tejidos colorectales sanos.
20 muestras de carcinoma de Micro-ensayo de hibridacion Islas CpG asociadas a (7
células escamosas del epitelio diferencial de metilacion y promotores de LRPPRC se
de la lengua secuenciacién del genoma por encuentran hipermetiladas.
bisulfito
20 muestras de Tincién inmunohistoquimica Tejidos cancerosos expresan (79)

adenocarcinoma pulmonar, 9
de carcinoma de células
escamosas del epitelio
esofagico, 14 de cancer
gastrico, 7 de cancer de
colon, 11 de mamario, 13 de
adenocarcinoma endometrial
y 8 de linfoma difuso de
células-B grandes

LRPPRC de manera abundante,
mientras que el tejido
adyacente no-neoplasico tiene
minima expresion.

Tabla 3.3. Implicaciones de la alta expresion de LRPPRC en diferentes tipos de cancer.

HPB: Hiperplasia prostatica benigna. Modificado de Cui et al, 2019.



Patologias varias.

LRPPRC estaria implicado en otras condiciones que no estan relacionadas directamente
con condiciones neuroldgicas o cancer®®, por ejemplo, se ha documentado un riesgo
incrementado de eventos cardiovasculares y tromboembolismo venoso. En un estudio de
secuenciacion de exoma completo de dos familias con Trombofilia, la variante
rs372371276 (localizada en el intrén 13 de LRPPRC) se asocid al riesgo de padecer
tromboembolia venosa”’.

También se ha establecido su participacion en infecciones virales. En dos estudios knock-
down de LRPPRC, se demostré que hay una inhibicién de la infeccidn por virus de
Hepatitis C y en segundo otro estudio se evidencid que se disminuye la replicacién del
virus ante una infeccién por HIV-1 en lineas celulares, pero no hay influencia en el
ensamblaje de la capside con el RNA78,

Adicionalmente, mediante un estudio de espectrometria de masas diferencial e
inmunoprecipitacion, se identificd la interaccion de LRPPRC con el dominio de union de la
neurofibromina con la tubulina. La neurofibromina estd codificada por el gen NF1
(Neurofibromina 1). Deleciones o mutaciones de pérdida de funcién en el gen NF1 es la
causa de la neurofibromatosis tipo 1, el sindrome hereditario mas comudn de
predisposicidon para el desarrollo de tumores’®.

Estabilidad

Figura 3.6. Interacciones de LRPPRC con diferentes enfermedades y procesos bioldgicos.
Un mayor tamano de la flecha y la intensidad del color del évalo son indicadores de un mayor
nimero de citas en la literatura que apoyan dichas relaciones con estas funciones. Modificado de
Lightowlers et al, 2013.
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Cabe sefialar que la informacién acerca de las interacciones y funciones de LRPPRC no es
completa (Figura 3.6), sin embargo, resulta evidente la importancia en el metabolismo y
la estabilidad del RNA mitocondrial. También resulta interesante que la alteracidon en su
expresion, ya sea al alta o a la baja, resulta en patologia. Por lo anterior es importante
estudiar el papel de LRPPRC en las diferentes patologias humanas, ya que eventualmente
podria proponerse como un blanco terapéutico.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las variantes del haplotipo del gen LRPPRC asociadas a la hipertrigliceridemia severa
familiar son variantes funcionales que pudieran contribuir a la elevacién de triglicéridos
séricos en humanos o bien existen otras variantes funcionales en desequilibrio de
ligamiento con las inicialmente asociadas dentro del mismo /ocus?

5. HIPOTESIS

Las variantes en el gen de LRPPRC asociadas a la hipertrigliceridemia familiar afectaran la
funcién de LRPPRC a través de distintos mecanismos: a) modificando la estructura
primaria de la proteina, b) alterando el empalme del mRNA c) alterando la expresiéon del
gen, o d) alterando la regulacion epigenética del locus. La alteracién en LRPPRC, afectara
de manera secundaria los niveles de mRNA mensajeros mitocondriales que codifican para
las enzimas involucradas en la fosforilacién oxidativa y la B-oxidacion.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar si las variantes asociadas a la hipertrigliceridemia severa familiar alteran la
expresion del gen LRPPRC; asi como identificar posibles variantes adicionales en el /ocus.
De manera conjunta, identificar alteraciones en la expresion de genes mitocondriales,
relacionados a la disfuncién de LRPPRC para contribuir a la elevaciéon de triglicéridos
séricos en humanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Secuenciar los exones de LRPPRC para identificar posibles variantes en la regién
codificante que potencialmente afecten su funcién.

o Analizar la expresion de LRPPRC y genes mitocondriales a partir de biopsias
hepaticas de pacientes portadores y no portadores de las variantes asociadas
mediante cuantificacion de mRNA.

o Busqueda de posibles diferencias en los patrones de empalme del RNA a partir de
biopsias hepaticas de pacientes portadores y no portadores de las variantes
asociadas.

o Busqueda de informacion bioinformatica de posibles interacciones a largo alcance y
de organizacién de la cromatina en el locus de LRPPRC a partir de datos publicos de
Hi-C y marcas epigenéticas de la cromatina en tejido hepatico.

o Busqueda bioinformatica de posibles alteraciones en la unién de factores de
transcripcién en el locus de las variantes que potencialmente afecten su unién.
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7. MATERIALES Y METODOS

Participantes del estudio y muestras

Para la identificacion de posibles variantes en la region codificante de la proteina,
analizamos muestras de sangre periférica

Poblacion de estudio

Casos de HTG y controles normolipidémicos portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo no relacionados provenientes del estudio de asociacién gendmica mencionado en
los antecedentes (Datos aun no publicados). (Tabla 7.1)

Criterios de inclusion

Hombres y mujeres mayores de 18 afos no relacionados, casos de HTG (TG mayores a
1000mg/dL al menos una vez, con TG en la percentila 90 poblacional, con niveles de apo
B debajo de la percentila 90 poblacional y con estudio familiar confirmatorio) y controles
normolipidémicos (TG menores a 150mg/dL, HDL-C entre 40 mg/dL-60mg/dL y LDL-C
menores a 190mg/dL sin uso de farmacos hipolipemiantes).

Criterios de exclusion

Relacion familiar entre pacientes, otras causas primarias de HTG, embarazo, falla renal
y/o hepatica graves, consumo de alcohol mayor a 10 bebidas por semana, infeccién por
VIH, cualquier enfermedad aguda 6 semanas previas a la toma de muestra e
hipotiroidismo sin tratamiento.
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Paciente Sexo Edad Haplotipo de riesgo HTG

1 M 54 Portador Homocigoto Si
2 M 35 Portador Homocigoto No
3 F 37 Portador Homocigoto No
4 M 40 Portador Homocigoto No
5 H 82 No (WT) No
6 M 45 No (WT) No
7 H 56 No (WT) No
8 M 48 No (WT) No
9 M 45 No (WT) No
10 H 52 No (WT) No
11 H 65 No (WT) No
12 M 64 No (WT) No
13 M 49 No (WT) No
14 M 55 No (WT) No
15 M 50 No (WT) No
16 H 45 No (WT) No
17 H 71 No (WT) No
18 M 57 No (WT) No
19 H 54 No (WT) No
20 H 47 No (WT) No
21 M 48 No (WT) No
22 H 47 No (WT) No
23 H 64 No (WT) No

Tabla 7.1. Informacién de los pacientes cuyas muestras de sangre fueron utilizadas para
la secuenciacion de exones de LRPPRC. WT: Wild type (no portador).

Para la busqueda de posibles diferencias en los patrones del empalme del RNA y estudios
de expresion se utilizaron biopsias hepaticas

Poblacién de estudio

Pacientes portadores y no portadores de las variantes de riesgo sometidos a un bypass
gastrico que justificaba la toma de biopsias de tejido hepatico con obesidad modrbida
pareados por edad (£5 afios), sexo e IMC (£5 kg/m?) (Tabla 7.2).
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Muestra Sexo Edad IMC Haplotipo de riesgo
1 M 38 50.5 Portador homocigoto
2 H 28 42.62 Portador homocigoto
3 H 31 40.16 Portador heterocigoto
4 H 43 44.44 No (WT)

5 M 41 51.25 No (WT)
6 M 38 51.00 No (WT)
7 H 33 42.61 No (WT)
8 H 47 42.78 No (WT)
9 M 53 52.12 No (WT)
10 H 58 41.68 No (WT)
11 H 37 41.70 No (WT)
12 M 46 49.55 No (WT)

Tabla 7.2. Informacion de los pacientes cuyas muestras de tejido hepatico para estudios
de expresion y para basqueda de isoformas de LRPPRC. WT: Wild type (no portador).

Criterios de inclusion

Hombres y mujeres mayores 18 afnos no relacionados portadores y no portadores de las
variantes de riesgo provenientes de un protocolo de obesidad médrbida.

Criterios de exclusion

Relacion familiar entre pacientes, embarazo, falla renal y/o hepatica graves, consumo de
alcohol mayor a 10 bebidas por semana, infeccidon por VIH, cualquier enfermedad aguda 6
semanas previas a la toma de muestra e hipotiroidismo sin tratamiento.

Secuenciaciéon Sanger
Diseiio de oligonucleétidos

El disefio de los oligonucledtidos para la reaccién de PCR de amplificacion y la reaccion de
PCR de secuenciacién se realizd con el programa OLIGO Primer Analysis Software Version
7 (Molecular Biology Insights, Inc). La secuencia de LRPPRC se obtuvo del portal Ensembl
(https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000138095;r
=2:43886224-43996226;t=ENST00000260665) y los oligonucledtidos se disefiaron para que
hibridaran en las regiones intronicas adyacentes a los exones de LRPPRC; para la region
de interaccion, regiones sobrelapadas. Las secuencias de los oligonucleétidos se
encuentran en la Tabla suplementaria 2.1.

PCR de amplificacion

Las reacciones de PCR de amplificacion se realizaron a partir de DNA gendmico extraido
de sangre periférica mediante el kit de extraccidn QIAamp 96 DNA Blood Kit (Qiagen)
conforme al protocolo del fabricante. Para la amplificacion de las regiones exdnicas se

35


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000138095;r=2:43886224-43996226;t=ENST00000260665
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000138095;r=2:43886224-43996226;t=ENST00000260665

utilizé la enzima HotStart Tag Polimerasa (Quiagen) y para la region de interaccion del
intrén 23, la mezcla de polimerasas LongRange PCR (Quiagen).

PCR de secuenciacion

Después de la purificacién del producto de PCR mediante el uso de las columnas QIAquick
Spin Columns (Qiagen) y subsecuente electroforesis en gel de agarosa al 2%, se realizé la
reaccion de secuenciacion mediante la técnica de Sanger con el terminador BigDye
(Applied Biosystems). La reaccion de secuencia fue purificada por medio de columnas con
Sephadex, para después deshidratarla y enviar a procesamiento a la Unidad de Apoyo a la
Investigaciéon (RAI, INCMNSZ) mediante electroforesis capilar. Se recibia un archivo con el
electroferograma de la secuencia. El anadlisis de la secuencia incluia revisién de la calidad
del electroferograma, alineamiento con secuencia de referencia con la herramienta
bioinformatica de alineamiento BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y busqueda de sefiales heterocigotas.

Portales bioinformaticos para recolecciéon de informacion

Los portales de prediccion de posibles afectaciones por presencia de variantes utilizados
fueron: Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), Human Splicing Finder
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml) y Spliceman Web Server
(http://fairbrother.biomed.brown.edu/spliceman/index.cqgi).

Los portales para las interacciones a larga distancia y marcas en la cromatina fueron:
3DIV A 3D-genome Interaction Viewer and database (http://kobic.kr/3div/hic) y Cistrome
Data Browser (http://cistrome.org/db/#/)

Para los alineamientos de motivos de factores de transcripcién se ocuparon: HaploReg
v4.1 (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), Jaspar 2020
(http://jaspar.genereg.net/), LASAGNA-Search 2.0: Searching for transcription factor
binding sites (TFBSs) (https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu/lasagna search/index.php) vy
Toolkit for Cistrome Data Browser (http://dbtoolkit.cistrome.org/).

Cultivo celular

Utilizamos la linea celular HepG2 como control positivo de la expresion de LRPPRC. Esta
linea celular se creci6 en medio DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al
10% y mezcla de antibidticos y antimicético 100x al 0.5% (10000 unidades/ml de
penicilina, 10'000 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de antimicético Fungizone) en
botellas de cultivo de 75 cm?. Los cultivos se mantuvieron en incubacién a una
temperatura de 37° C, atmdsfera con CO2 al 5% y humedad relativa del 100% hasta
llegar a una confluencia aproximada de 70% (aproximadamente 7x10° células; 90 mil
células/cm?).
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Extraccion de acidos nucléicos

A partir del cultivo de las células HepG2, se hizo una extraccidon simultanea de DNA
gendmico y RNA total mediante el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) para extraer de
manera simultanea DNA gendmico y RNA total de las células. Se realizé el protocolo de
manera establecida por el fabricante. Para las muestras de tejido hepatico sélo se extrajo
RNA total con el reactivo de lisis QIAzol.

Sintesis de cDNA

Se utilizaron 3 métodos para la sintesis de cDNA a partir de 1 ug de RNA total extraido de
tejido hepatico y lineas celulares.

En el primero utilizamos el Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo
Scientific) que contiene oligonucledtidos aleatorios de secuencias desconocidas.

Para el segundo y tercer método utilizamos el RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific) en el que se realizd una sintesis de cDNA con un oligonucledtido con
varias repeticiones del nucleétido T (dT)18 y otra sintesis con oligonucleétidos disefiados
a unirse en una region determinada del mRNA de LRPPRC.

PCR cuantitativa

Se utilizaron 2 métodos para la PCR cuantitativa a partir de cDNA proveniente de tejido
hepatico y de la linea celular HepG2.

Para el estudio de expresion de LRPPRC en cDNA de portadores y no portadores de las
variantes de riesgo, se usé el ensayo TagMan especifico para LRPPRC (TagMan® Gene
Expression Assays, Assay ID: Hs00939019_m1), oligonucleétidos especificos para el gen
de referencia GUSB y el reactivo TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Scientific).
Las condiciones se realizaron por duplicado.

Para la evaluacion de la expresién génica de genes mitocondriales, se utilizé el sistema
SYBR GREEN, con oligonucleétidos especificos reportados en la literatura para cada gen.
Los genes blanco fueron ND1, ND6, CYTB, COX1, ATP6, ATP8 y los genes de referencia
h18s, B-actina y GAPDH. Las condiciones se realizaron por triplicado.

Utilizamos el equipo StepOne Plus (Applied Biosystems).

Analisis estadistico

Para los analisis de expresion de genes mediante gPCR cuantitativa, se utilizé la prueba
no paramétrica U de Mann Whitney para comparar diferencias de expresién entre
portadores y no portadores (valor p menor a 0.05 es estadisticamente significativo).

37



8. RESULTADOS

Busqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC

A partir de la identificacién de las 3 variantes de riesgo (rs7593842, rs58811869 vy
rs72877186) en pacientes con HTGSF mediante un estudio de secuenciacién de exoma
completo, fue necesario averiguar si existen otras variantes que pudieran relacionarse
funcionalmente con la HTG severa. Por lo tanto, el primer paso consistido en una busqueda
mas especifica y profunda en el locus de LRPPRC mediante la secuenciacion de los exones
del gen de LRPPRC para identificar posibles cambios de secuencia que pudieran causar un
alto prematuro, un cambio en el marco de lectura o bien mutaciones puntuales tipo
“missense” y asi afectar la funcidn de la proteina.

La muestra de estudio fue sangre periférica proveniente de pacientes portadores no
relacionados de las variantes de riesgo que surgieron del estudio de descubrimiento y
asociacion de LRPPRC y mediante secuenciacidon por el método de Sanger, se obtuvieron
las secuencias de regiones intrénicas adyacentes a los exones, la unidn exdén-intréon y la
region exonica.

De estas secuenciaciones se identificaron 17 variantes (Tabla 8.1): 2 variantes exonicas y
15 variantes intronicas. De las 17 variantes, 8 son homocigotas compartidas por los 4
portadores, 2 son compartidas por los 4 portadores (portadores 1, 2 y 3 son homocigotos
y en el portador 4 es heterocigota), 2 son homocigotas compartidas por 3 portadores
(portador 1, 2 y 3), 1 es heterocigota compartida por 2 portadores (portador 2y 3), 1 es
heterocigota compartida por 3 portadores (portador 2, 3 y 4) y 3 estan presentes en 1
s6lo portador (portadores 1y 3).

De las 10 variantes compartidas (3 portadores homocigotos y 1 heterocigoto), una de las
variantes es exonica (rs6741066). Esta se trata de una variante silenciosa/sindnima, ya
gue hay cambio en un nucleétido, pero no en el aminoacido (p.Q82Q). Las 9 variantes
restantes son intrénicas, por lo que no habria una afectacién directa a la secuencia
codificante de la proteina; aunque pudieran influir en el empalme alternativo para alguna
isoforma de LRPPRC.

De estos resultados se puede inferir que existen mas variantes homocigotas compartidas
en los portadores de las variantes originalmente asociadas pero que no afectan la
estructura primaria de la proteina.
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Posicion Variacion en el No. en NCBI Presencia en Prevalencia en Base de
génica DNA portadores la poblacién datos
(AMR/MXL)
Exén 2 c.246G>A (p.Q82Q) rs6741066 4 portadores 0.445/0.461 1000
3 homocigotos y 1 Genomes
heterocigoto Fase 3
Intrén 3 IVS3-132C>G rs6721144 4 portadores 0.154/0.070 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intrén 6 IVS6-70T>C rs17031786 4 portadores 0.156/0.070 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intrén 9 IVS9+30A>G *rs7593842 4 portadores 0.154/0.070 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intrén 12 IVS13-56T>G rs10190161 3 portadores 0.569/0.570 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intrén 15 IVS15+11C>G *rs58811869 4 portadores 0.144/0.078 1000
3 homocigotos y 1 Genomes
heterocigoto Fase 3
IVS15+114 - 2 portadores - -
heterocigotos
Intrén 17 IVS18-28T>G *rs72877186 4 portadores 0.156/0.078 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intron 19 IVS20-54C>A rs79868165 1 portador 0.003/0.016 1000
heterocigoto Genomes
Fase 3
Intrén 20 IVS20-40A>C rs7594526 4 portadores 0.411/0.477 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intron 22 IVS22+27T>G rs28394191 4 portadores 0.585/0.523 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
1VS22+41C>T rs368657323 1 portador 5.812e79%5/- gnomAD
heterocigoto exomes
Intrén 28 IVS28+21C>A rs7568481 4 portadores 0.592/0.555 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Intrén 29 IVS30-289C>T rs4952691 3 portadores 0.644/0.586 1000
homocigotos Genomes
Fase 3
Ex6n 30 c.3235T>A rs769476622 1 portador 5.784e7%5/- gnomAD
(p.S1079T) heterocigoto exomes
Intrén 30 IVS31-264C>T - 3 portadores - -

heterocigotos
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Intrén 37 IVS37+37G>A rs2955280 4 portadores 0.640/0.578 1000

homocigotos Genomes

Fase 3
Tabla 8.1. Variantes identificadas en los exones y union exdon-intron de LRPPRC en los 4

portadores homocigotos de las variantes de riesgo. AMR: poblacion americana; MXL:

poblacién con ancestria mexicana en Los Angeles, California, EUA. /: Comparacién entre las dos
prevalencias; *: Polimorfismos pertenecientes al haplotipo de riesgo para HTGSF.
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Las variantes identificadas compartidas de manera homocigota por los 4 portadores
podrian ser parte del haplotipo de riesgo, pero 9 de estas variantes identificadas son
intrénicas, por lo que la posible implicacion funcional no resulta obvia. Por esta razén se
realizd una busqueda bioinformatica en portales de prediccion de las posibles
consecuencias de la presencia de estas variantes de secuencia.

Los portales de prediccion utilizados fueron: Mutation Taster’®, Human Splicing Finder®! y
Spliceman Web Server®?. En estos sitios de prediccién, se determina un valor umbral
(score). Si la variante afecta las caracteristicas de la proteina, transcritos o el proceso de
empalme del RNA, el valor umbral de los programas es sobrepasado y se considera la
variante como una variante con probable consecuencia funcional.

En la Tabla 8.2 se resume los resultados encontrados y tomandolos de manera conjunta,
se establecié un criterio de inclusién para considerar la afectacion como probable, el cual
fue: 1) la cercania de la variante con la unién exdn-intrén, 2) que en el portal Mutation
Taster se predijeran cambios importantes en la proteina o que hubiera omisién de exones,
3) varios cambios y cambios con score alto en el portal Human Splicing Finder, 4) asi
como un porcentaje alto en la prediccion hecha en Spliceman Web Server. Tomando en
cuenta estos criterios, se seleccionaron 6 variantes para experimentos funcionales
posteriores: rs6721144 (intron 3), rs7593842 (Intréon 9), *rs58811869 (Intrén 15),
rs7594526 (Intrén 20), rs28394191 (Intrén 22), rs7568481 (Intron 28). A partir de ahora
en este trabajo, las variantes se identificardn dependiendo del intron donde se
encuentren; V3, V9, V15, V20, V22 y V28, respectivamente. La variante de riesgo
(rs72877186) no fue incluida ya que se predecian cambios sutiles por la presencia de esta
variante.

Este analisis in-silico revel6 que una posible afectacién de las variantes intrénicas seria en
el proceso de empalme del RNA en regiones importantes para el procesamiento de los
intrones y posiblemente tener cambios a nivel de proteina.
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Variante Distancia del sitio Mutation taster Human Splicing Spliceman
de union Finder Web Server*
exon/intrén (pb)
rs6721144 132 Ganancia de sitio Nuevo sitio de 54%
donador de empalme empalme del RNA e
del RNA. interrupcién de otro
Roto el motivo del
Omision de exones y branching
caracteristicas de la
proteina afectada Roto sitio de
enhancer y nuevo
sitio silencer
rs17031786 70 Sitios aceptor y Nuevo sitio enhancer 96%
donador en el alelo mutado
incrementados
Ganancia de sitio
donador
Omision de exones y
caracteristicas de la
proteina afectada
*rs7593842 30 4 sitios aceptores Nuevo sitio de 59%
sutilmente empalme del RNA
incrementados
rs10190161 56 Sin cambios en sitios Roto el motivo del 71%
de empalme del RNA branching
*rs58811869 11 Sin cambios en sitios Nuevo sitio de 61%
de empalme del RNA empalme del RNA
Roto el motivo del
branching
Nuevo sitio enhancer
y roto un sitio silencer
*rs72877186 28 Sin cambios en sitios Nuevo sitio silencery 86%
de empalme del RNA roto otro sitio silencer
rs7594526 92 Sitio aceptor Cambios en el sitio de 75%
incrementado branching
Nuevo sitio enhancer
y roto otro sitio
Omisién de exones y enhancer
caracteristicas de la o
proteina afectada Roto sitio silencer
rs28394191 27 Sitio donador Nuevo sitio de 74%
ligeramente empalme del RNA
incrementado
Nuevo sitio silencer
rs7568481 21 Un sitio donador Crea un nuevo sitio 62%
incrementado y de empalme del RNA
ganado otro sitio
donador
Omision de exones y
caracteristicas de la
proteina afectada
rs2955280 37 Sin cambios en sitio Nuevo sitio silencer, 80%

empalme del RNA

pero score bajo

Tabla 8.2. Recopilacion de informacion para las variantes compartidas de entre los 4
pacientes portadores. *: Variantes pertenecientes al haplotipo de riesgo. SWS*: entre mas alto
el porcentaje, mas probable es que la variante afecte el proceso de empalme del RNA.
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Al seleccionar las 6 variantes que pudieran tener un impacto funcional, el siguiente paso
fue determinar si pudieran pertenecer al haplotipo de riesgo; se esperaria entonces que
las variantes no estuvieran presentes en no portadores, porque su ausencia confirmaria
que las variantes son pertenecientes al haplotipo de riesgo.

Para este fin se seleccionaron participantes control del estudio de descubrimiento de las
variantes de riesgo sanos (sin HTG) no relacionados y que fueran no portadores del
haplotipo de riesgo, para la buUsqueda de las variantes seleccionadas mediante
secuenciacion Sanger. Se utilizaron las mismas condiciones experimentales que las
empleadas en los portadores homocigotos del haplotipo de riesgo.

De esta secuenciacion se determind que las variantes V22 y V28 se encuentran presentes
en 9 muestras de los pacientes control de manera homocigota, en 7 de manera
heterocigota y en 3 muestras no se encontraron. En relacién a la variante 20, se
identificaron 10 muestras que presentaban el polimorfismo de manera homocigota, 6
muestras de manera heterocigota y no se encontrdé en 3 muestras. La variante V3 no se
encontrd en las 4 muestras que se procesaron de las 19 muestras de estudio. (Tabla 8.3).

Las variantes que no se encontraron en los no portadores son la V9 y V15 (excepto una
muestra, ya que el cambio para la variante V15 es heterocigoto). Teniendo en cuenta que
se confirmd su ausencia en muestras de no portadores, se decidid continuar con mas
estudios funcionales con las variantes V9 y V15; 2 de las 3 variantes del haplotipo de
riesgo.

Estos resultados muestran que la variante V9 es exclusiva de los portadores del haplotipo
y que la frecuencia de la variante V15 es muy baja en no portadores.

Variante Presencia en no portadores a las variantes de riesgo
Homocigotos/Heterocigotos/Ausencia
V3 0/0/4 (4 muestras procesadas)
*Vo 0/0/19
*V15 0/1/18
V20 10/6/3
V22 9/7/3
V28 9/7/3

Tabla 8.3. Presencia de las 6 variantes seleccionadas en 19 muestras de no portadores sin
HTG. *: Variantes pertenecientes al haplotipo de riesgo.
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De acuerdo a lo reportado en la literatura, la presencia de la variante V9 tiene influencia
en el patréon de empalme del RNA, originando el skippin del exén 9, que podria dar lugar a
una proteina trunca®* (Figura Suplementaria 1.2). En el caso de la variante V15, se
demostré que su presencia tiene influencia en la unién de factores de transcripcion3’
(Figura suplementaria 1.3), ademas de ser la variante mas cercana a la unién exoén-
intrén, por lo que es posible también que afectara el empalme del RNA.

Por lo que como siguiente paso se buscd la posible presencia de transcritos alternativos
derivados de las variantes intrdnicas identificadas. Las muestras de tejido hepatico
provienen de biopsias de pacientes provenientes de un estudio de Obesidad Mérbida en
las que se aislé RNA total (Tabla 8.4). Estas muestras de RNA también fueron utilizadas
para experimentos de nivel de expresion posteriores (Seccién 8. Estudios de niveles de
expresidon de genes en tejido hepatico y linea celular humana HepG2).

Por la importancia del tejido hepatico en el metabolismo de lipidos, se utilizaron muestras
de RNA de la linea celular de hepatocarcinoma HepG2 como control positivo ya que en la
literatura se reporta que expresa LRPPRC de manera enddgena®3.

Variante Portador WT Valor p
Edad 31.00 £ 5.13 43.00 £ 7.95 0.05179

Sexo H/M (n) 2/1 5/4 1
IMC 42.62 + 5.38 44.43 + 4.51 0.4818

Tabla 8.4. Pareo de los portadores y no portadores de las variantes de riesgo para
muestras de tejido hepatico.
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Busqueda de isoformas de LRPPRC

Procedimos al diseno de oligonucleétidos para la amplificacién selectiva de estos posibles
transcritos alternativos a partir de cDNA proveniente de RNA de tejido hepatico de
portadores y no portadores, asi como de RNA de la linea celular HepG2. Pensando en las
probables consecuencias de un defecto en el empalme del RNA, se disefaron
oligonucleétidos en los exones cercanos a las variantes a estudiar: exén anterior a la
variante y un exén posterior (paneles superiores en Figura 8.1A y 8.1B).

Se observé que el peso de los amplicones era igual al esperado en las dos condiciones de
busqueda y en todas las muestras utilizadas, por lo que los resultados de estas
amplificaciones no evidencian la presencia de isoformas derivadas de un defecto en el
empalme del RNA de LRPPRC en los portadores y no portadores, tanto para la variante V9
como en la V15 con las condiciones utilizadas (Paneles inferiores en Figura 8.1A y 8.1B).
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Figura 8.1. Busqueda de isoformas de LRPPRC. En los paneles superiores (A) y (B) se muestra
una representacion esquematica de la zona donde se encuentra la variante de interés (flechas
verticales negras) y la zona del cDNA de LRPPRC donde estarian hibridando los oligonucledtidos
(flechas horizontales azules y rojas; los colores son para representar los pares diferentes
utilizados). Paneles inferiores (A) y (B) se muestra el andlisis de PCR de punto final de la
retrotranscripcién del mRNA de LRPPRC. Gel de agarosa al 3%. MPM: Marcador de peso molecular,
HM: Homocigoto, HT: Heterocigoto, WT: Wild Type (no portador).
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Considerando la posibilidad de los transcritos pequefos fueran inestables y escaparan su
deteccidén, decidimos ampliar la regién de amplificacién rio arriba (Exén 6-Exén 8), rio
abajo (Exén 8-Exdén 17) respecto a la variante V9 y ambas (Exén 6-Exdén 17), conteniendo
a las dos variantes (paneles superiores en Figura 8.2A, 8.2B y 8.2C). Ademas, utilizamos
3 métodos distintos para la sintesis de cDNA para encontrar la condicion en la cual
pudiera estar mas enriquecidos transcritos alternativos: oligonucleétidos aleatorios,
oligonucleétido (dT)18 (18 Timinas para hibridar con la cola de poli-A en mRNA maduros)
y oligonucledtidos especificos para el mRNA de LRPPRC. Las muestras iniciales para
evidenciar la presencia de un posible amplificado alternativo fueron cDNA de la linea
celular HepG2, un portador heterocigoto (HT) y un individuo no portador (WT); ya que la
cantidad de mRNA hepatico era limitado.

En el panel inferior de la Figura 8.2A se muestra la amplificacién de cDNA sintetizado con
oligonucleédtidos aleatorios y la presencia de 3 amplificados de diferente tamano en las 3
muestras utilizadas. El amplificado de aproximadamente 320 pb (remarcado en la Figura
8.2A) se purificd y secuencid, para comprobar su identidad. Se identificd la secuencia
como un fragmento del exén 8 (89 pb), el exén 9 completo (146 pb) y el inicio del exén
10 (26 pb). En los amplificados Ex6n 6-Exén 10 y Exén 6-Exdn 17, no hay evidencia de
una isoforma alternativa (Figura suplementaria 1.4)

La siguiente condicion de sintesis de cDNA fue con un oligonucleétido (dT)18 (Panel
inferior en Figura 8.2B). La reaccidon de amplificacién se realizd con el oligonucleétido
sentido que se une al exén 6 (la regién mas rio arriba) y el oligonucleétido (dT)18 (Panel
superior en 8.2B) con las 3 muestras de cDNA anteriores (HepG2, HT y WT). Se
obtuvieron tres amplificados en cada muestra, de diferentes tamafios y ninguno
compartido por las 3 muestras. En HepG2 se obtuvieron 2 amplificados cercanos a 550 pb
y uno de aproximadamente 800 pb; con la muestra HT se obtuvo 1 amplificado de
aproximadamente 700 pb, 1 de aproximadamente 900 pb y un Ultimo de
aproximadamente 1150 pb; con la muestra WT se obtuvieron dos amplificados cercanos a
1000 pb y uno de aproximadamente de 800 bp. Mediante secuenciacién Sanger se
identific6 que ninguno de los 9 amplificados obtenidos corresponde a la secuencia de
LRPPRC, por lo que se trata de amplificados inespecificos.

El Ultimo método utilizado para sintetizar cDNA fue con oligonucledtidos especificos para
el mMRNA de LRPPRC; el oligonucledtido sentido se une al exdn 6 y el antisentido al exén
17 (mismos sitios que el panel superior en Figura 8.2A). Amplificacién con los mismos
oligonucleédtidos de sintesis obtuvo un amplificado de aproximadamente 800 pb, el cual
fue complicado de purificar y secuenciar, por lo que se modificd la condicion de
amplificacion y se utilizdé el mismo oligonucleétido sentido que el de la sintesis y para el
antisentido, se utilizéd un oligonucledtido que se une al exén 10 (Panel superior en Figura
8.2C). En la muestra de HepG2 se identificaron dos amplificados, el esperado de 568 pb y
uno de aproximadamente 280 pb. En las muestras de paciente (HT y WT) se identificd un
amplificado de aproximadamente 250 pb y otro de aproximadamente de 150 pb (Panel
inferior en Figura 8.2C). Se purificaron y secuenciaron los amplificados de 250 y 150 pb.
Los dos amplificados se identifican como parte de LRPPRC, en el cual se lee el final del
exon 6, los primeros 5 nucleétidos del exén 7, ausencia de los primeros 4 nucledtidos del
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exon 10, una secuencia de 7 nucledtidos que son compartidos del exén 7 y 10 y continla
la secuencia del exéon 10. Por lo anterior, en este amplificado se pierde un fragmento del

exéon 7, los exones 8 y 9 completos y los primeros 4 nucledtidos del exén 10 (Figura
suplementaria 1.6).

Estos resultados sugieren la presencia isoformas de mRNA de LRPPRC no reportadas
previamente, en 2 de las tres condiciones y en las tres muestras analizadas. Sin embargo,
no identificamos ningun transcrito alterno, exclusivo de la muestra del paciente portador
heterocigoto. La variante V9 se ha probado que influye en patrones de empalme del
RNA%°, por lo que pudiera estar participando en estas diferentes isoformas identificadas.
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Figura 8.2. Busqueda de isoformas de LRPPRC con 3“"cond'iciones de sintesis de cDNA.
Amplificados de cDNA sintetizado con A) oligonucleétidos aleatorios, B) oligonucleétido poli (dT)18

y C) oligonucledtidos especificos para cDNA de LRPPRC. En los paneles superiores (A), (B) y (C)
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retrotranscripcion del mRNA de LRPPRC. Gel de agarosa al 3%. MPM: Marcador de peso molecular,

HT: Heterocigoto, WT: Wild Type (no portador).
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Estudios de niveles de expresion de genes mitocondriales en tejido hepatico y la
linea celular humana HepG2

Decidimos también evaluar si existian diferencias en la abundancia de mRNA de LRPPRC y
genes mitocondriales dependiendo de la presencia de los alelos de riesgo en tejido
hepatico. Se utilizé el mismo RNA proveniente de las muestras de biopsias hepaticas de
pacientes no relacionados portadores y no portadores de las variantes de riesgo (Seccién
8. BuUsqueda de isoformas de LRPPRC). El estudio de expresion se dividido en 2 partes, la
primera fue la validacion del método y la segunda, el andlisis de los ensayos de la PRC
cuantitativa. Como control positivo de expresion de LRPPRC y genes mitocondriales se
utilizé6 el cDNA de la linea celular humana HepG2 para la validacién del método,
incluyendo la compatibilidad de las sondas TagMan y los oligonucleétidos especificos
utilizados para los genes blanco y de referencia. Analizamos los datos obtenidos de las
curvas de amplificacién o Ct, que corresponde al ciclo en el cual la curva de deteccién
cruza el umbral determinado para cada trascrito del estudio (Figura 8.3A, 8.3B).

Nivel de expresion para LRPPRC
Validacion del método para expresion de LRPPRC

Para comprobar que la sonda de expresidn para el gen constitutivo GUSB (gen codificante
para una enzima expresada en la mayoria de los tejidos y estd involucrada en la
degradacion de proteoglicanos dentro del lisosoma®) es compatible con la sonda de
LRPPRC, se realizé una validacién del método en el cual se calcula una regresién lineal de
los ACt (Ctpromedio.rerrc-Ctpromediocuss) con el Logl0 de la cantidad de cDNA de cada
uno de los puntos de una curva estandar a partir de concentraciones decrecientes de
cDNA. (Figura 8.3C). De la regresidon se toma el valor de la pendiente y para que el
ensayo se considere valido (e.g. que las sondas compatibles) se requiere un valor menor
a 0.1. En este método, se asume que la cantidad de RNA utilizado en la conversion a
cDNA se convierte en su totalidad a cDNA (eficiencia del 100%).

Con la primera regresion lineal (Figura 8.3D) el valor de la pendiente es de 0.2294, por lo
gue no se cumple la condicidon necesaria; en el reajuste de la Figura 8.3E se cumple el
criterio establecido (m= -0.0729). Por lo anterior, se pueden considerar las dos sondas
compatibles y el método validado.
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Figura 8.3. Curvas estandar a concentraciones decrecientes de cDNA de HepG2 para
LRPPRC (gen blanco) y GUSB (gen constitutivo). A) Plot de amplificacion de LRPPRC con 5
cantidades de cDNA B) Plot de amplificacion de GUSB con 5 cantidades de cDNA C) comparacion de
las curvas estandar de LRPPRC y GUS D) Curva de regresién de la validacidon del método y E) curva
de regresion re-ajustada de la validacion del método. (Las diluciones fueron hechas 1:5 y cada

condicién se realizé por triplicado).
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PCR cuantitativa para la expresion de LRPPRC en muestras de tejido hepatico de
portadores y no portadores

Una vez validado el método y la compatibilidad de las sondas para los genes LRPPRC y
GUSB, se procedié a realizar la PCR cuantitativa en muestras de tejido hepatico de
portadores y no portadores del haplotipo de riesgo (Figura 8.4).

Se realiz6 la amplificacion del gen de interés (LRPPRC, Figura 8.4A) y el gen constitutivo
(GUSB, Figura 8.4B) con cada muestra de paciente por duplicado y a los valores de
expresion relativa calculados mediante el método 22t (Figura 8.4C) se les realizd una
prueba de U de Mann Whitney para probar si habia alguna diferencia significativa con los
valores dependiendo del estado de portador o no portador. El valor p de esta prueba
estadistica fue de 1, por lo que los cambios de expresion genética de LRPPRC observados
son azarosos (Figura 8.4E), representados en las barras de error en las medias de los
valores de 22t (Figura 8.4D).

El valor de ACt de HepG2 no se considerd, ya que esta muestra representaba Unicamente
el control positivo de la expresion de LRPPRC.

Por lo tanto, por el tamafio de muestra, ademas de contar con dos muestras homocigotas,
no fue posible evidenciar cambios en la expresidon de LRPPRC, independientemente de ser
portador o no del haplotipo de riesgo, ya que las diferencias en la expresidon relativa no
son estadisticamente significativas.
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Figura 8.4. Expresion relativa de LRPPRC en muestras de tejido hepatico de portadores y
no portadores de las variantes de riesgo. Plots de amplificacién de A) LRPPRC y B) GUSB. C)
Comparacion de los valores de 22t en muestras de portadores y no portadores, D) comparacién
de medias de los valores de 2 en muestras de portadores y no Portadores y E) anélisis
estadistico U de Mann Whitney. WT: Wild Type (no portador).

53



Nivel de expresion para genes mitocondriales

Al no encontrar diferencias significativas en la expresion de LRPPRC entre portadores y no
portadores de las variantes de riesgo, se evalud si pudieran existir cambios en la
expresidn de distintos genes mitocondriales, como se ha observado previamente en la
literatura>>2>>, Para la gPCR se utilizé el reactivo SYBR GREEN, oligonucledtidos
reportados en la literatura para la amplificacién de los genes ND1, ND6, COX1, CYTB,
ATP6 y ATP8, asi como cDNA proveniente de RNA total de tejido hepatico de portadores y
no portadores de las variantes de riesgo y de células HepG2.

Validacion del método para expresion de genes mitocondriales.

De igual forma fue necesario validar el método y compatibilidad de los oligonucleétidos
utilizados con el sistema SYBR GREEN, ya que el sistema es diferente al previamente
utilizado ensayo TagMan.

Para la validacion se realizaron curvas estandar de concentraciones decrecientes de cDNA
de HepG2 para los genes mitocondriales seleccionados y 3 diferentes genes constitutivos;
h18s (gen para codificar el RNA ribosomal, componente estructural de la subunidad
pequeifa ribosomal 40S y componente basico de células eucariontes®®), GAPDH
(codificante para la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, enzima clave para la
glucdlisis®®) y ACTB (gen codificante para la B-actina, una de las dos proteinas del
citoesqueleto que es expresada de manera ubicua®”’). (Figura 8.5).

De igual manera que en el ensayo TagMan, la validacién se realizd con las regresiones
lineales de los valores de ACt (Ctpromediogenblanco-Ctpromediogenconstitutivo) CON 10s valores
del Log10 de la cantidad de cDNA de las curvas estandar (Figura 8.5F, 8.5G y 8.5H). Se
considera validado el método y oligonucledtidos compatibles si el valor de la pendiente en
la regresién es menor a 0.1.

Los valores obtenidos de las pendientes en la regresidn lineal (Figura 8.5I) para h18s de
los 6 genes blanco son menores a 0.1; mientras que para GAPDH, 5 valores de las
pendientes para 5 genes (ND1, COX1, CYTB, ATP6 y ATP8) son menores a 0.1 y el
obtenido para el gen ND6 es mayor a 0.1. Para B-actina, todos los valores de pendiente
obtenidos para los 6 genes son mayores a 0.1. Se realizd un reajuste de la regresion de
B-actina, como con LRPPRC y GUSB (Figura 8.3E), al quitar el punto con la concentracion
mas alta y aun asi, todos los valores de las pendientes de los 6 genes blanco son mayores
ao0.1.

Con esta validaciéon se consideraron compatibles los distintos oligonucledtidos para los
genes blancos mitocondriales (ND1, ND6, COX1, CYTB, ATP6 y ATP8) y para el gen
constitutivo h18s.
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I)
Gen Ecuacion de la recta (ACt vs LOG10 cantidad cDNA)
mitocondrial

h18s GAPDH B-ACTINA B-ACTINA
reajustado con 4
puntos
ND1 y = 0.0256x + 7.3639 y = 0.0625x - 12.674 y = 0.8335x - 2.4799 y = 0.1944x - 2.2875
ND6 y = 0.0952x + 6.6733 y = 0.1321x - 13.364 y = 0.9031x - 3.1704 y = 0.2009x - 2.959
CYTB y = 0.0028x + 6.9143 y = 0.0396x - 13.123 y = 0.8107x - 2.9294 y = 0.2275x - 2.7539
COX1 y = 0.0109x + 4.7447 y = 0.0478x - 15.293 y = 0.8188x - 5.099 y = 0.3203x - 4.949
ATP6 y = -0.4376x + 5.9086 y = -0.4008x - 14.129 y = 0.3703x - 3.9351 y = 0.1918x - 3.8814
ATP8 y = -0.4577x + 5.5454 y = -0.4208x - 14.492 y = 0.3502x - 4.2984 y = 0.2178x - 4.2585

Figura 8.5. Curvas estandar a concentraciones decrecientes de cDNA de HepG2 para 6
genes mitocondriales (ND1, ND6, COX1, CYTB, ATP6 y ATP8) y 3 constitutivos (h18s,
GAPDH y B-ACTINA). Plots de amplificacién de A) 4 de los 6 genes mitocondriales estudiados
(ND1, ND6, COX1 y CYTB), B) h18s, C) GAPDH y D) B-ACTINA; (E) comparacién de las curvas
estandar de los genes blanco y los constitutivos; regresiones lineales de los valores de ACt para F)
h18s, G) GAPDH y B-actina; (I) Ecuaciones de la recta de la regresién lineal de los 3 genes
constitutivos para la validacion del método y compatibilidad de los oligonucledtidos, Verde: método
validado y oligonucleétidos compatibles, Rojo: no validado y oligonucleétidos no compatibles. (Las
diluciones fueron hechas 1:5 y cada condicidon se realizd por triplicado).
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PCR cuantitativa para la expresion de genes mitocondriales en muestras de
tejido hepatico de portadores y no portadores

Tomando en cuenta las curvas estandar realizadas en la validacion, se determind que la
cantidad de cDNA a utilizar con las muestras de tejido hepatico para la evaluacion de la
expresion de genes mitocondriales seria de 0.4 ng. Se realiz6 el ensayo de qPCR para
evidenciar posibles diferencias de expresidon con el sistema SYBR GREEN, oligonucledtidos
para los genes mitocondriales blanco y para el gen constitutivo h18s, asi como cDNA de
tejido hepatico de portadores y no portadores. Cada condicidén se realiz6 por triplicado.

Para los valores de expresidn relativa, se calcularon los valores de 222 en donde el
calculo de AACt se obtiene mediante la diferencia del ACtpromediogenbianco con el
ACtpromediogenconstitutivo. Para hacer las comparaciones de la expresidon entre portadores y
no portadores, se tomd la media de los valores de ACt en cada uno de los 6 genes en las
muestras de no portadores para hacer el cdlculo de AACt y el valor de 224t en estas
muestras se normaliz6 a 1 para comparar con los valores de 2%2% calculados para
portadores.

Con estas comparaciones de expresidn relativa, se observa que en los sujetos portadores
1y 3 (Figura 8.6A y 8.6C) no presentan diferencias significativas en la expresién relativa
de genes mitocondriales, exceptuando el gen COX1 cuya expresion esta disminuida. En el
caso del portador 3, se ve aumentada la expresion del gen ND1, en comparacion de la
normalizacién del no portador. Para el sujeto portador 2 (Figura 8.6B), se observan una
expresion disminuida en aproximadamente un 50% de los genes mitocondriales
analizados. En la Figura 8.6D se muestra la comparacion con la normalizacion de no
portadores y la media de los 3 valores de 22 de los portadores con una disminucion de
la expresidon de los 6 genes mitocondriales, a pesar de que la dispersién de los datos
representada en las lineas de error de desviacidén estandar es alta. Llama la atencién el
valor de expresién relativa para el gen COX1 es el que se encuentra mas abatido, aunque
el valor p (0.063) es limitrofe, aun asi resulta estadisticamente no significativo.

La disminucion en la expresidn de genes mitocondriales observada en la muestra del
portador 2 es consistente a lo observado en el modelo murino knock-down a LRPPRC.
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Figura 9.6. Expresion relativa de genes mitocondriales en portadores de las variantes de
riesgo. Comparacion de la expresion relativa normalizando la media de los valores de 224Ct de los
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58



Busqueda bioinformatica de interacciones a larga distancia y co-localizacion con

estados de la cromatina

Por ultimo enfoque del proyecto, nos propusimos analizar
posibles interacciones a larga distancia con otros genes del
mismo /ocus.

Con este propdsito se realizdé una busqueda en los datos publicos
de Hi-C del locus de LRPPRC en tejido hepatico sano, para
evidenciar posibles Dominios de Asociacion Topoldgica (TADs,
Topologically associated domain) y estructuras presentes en la
cromatina que pudieran estar cercanas espacialmente. Un
ejemplo de estas regiones cercanas son los sub-TADs, los cuales
darian un indicio de cercania tridimensional y una posible
interaccion entre genes de la region.

Se inicié con una ventana de 2 Mb (aproximadamente £1 Mb de
distancia de LRPPRC) y una resolucién en el heatmap de 30 kb
para identificar el tamafio del TAD en el que estuviera contenido
LRPPRC, el cual se identifico en la ventana chr2:43825732-
45179748 (GRCh37/hg19). En esta regién de aprox 1.4 Mb se
reportan las siguientes estructuras genéticas: los genes
codificantes PLEKHH2 (pleckstrin homology, MyTH4 and FERM
domain containing H2; dominio homdlogo conteniendo a H2 de
pleckstrina, MyTH4 y FERM), LOC728819, DYNC2LI1 (dynein
cytoplasmic 2 light intermediate chain 1; cadena ligera
intermediaria 1 de la dineina citoplasmatica 2), ABCG5 (ATP
binding cassette subfamily G member 5; Miembro 5 de la
subfamilia G de la familia de tipo casete de unidn a ATP),
ABCGS8 (ATP binding cassette subfamily G member 8, Miembro
8 de la subfamilia G de la familia de tipo casete de unién a ATP),
LRPPRC, PPM1B (protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent
1B; fosfatasa 1B dependiente de Mg2+/Mn2+), SLC3A1(solute
carrier family 3 member 1; miembro 1 de la familia de 3 de
transportador de solutos), PREPL (prolyl endopeptidase like;
parecida a prolil-endopeptidasa), CAMKMT (calmodulin-lysine
N-methyltransferase; metiltransferasa de calmodulina-lisina),
SIX3 (SIX homeobox 3; factor homeodtico SIX 3) y el miRNA
MIR548AD. Lo que respecta a 7SK y Mir_548, se predice que
son regiones con una estructura genética codificante. (Figura
8.7.B).

El gen de interés LRPPRC se encuentra en la regién
chr2:44113363-44223144 (GRCh37/hgl19; aproximadamente
110 kb), cercano a la frontera rio arriba de la estructura TAD. La
sefial de interaccion (que varia en intensidad de rojo) esta

Arquitectura
tridimensional del
genoma

La organizacién espacial del
genoma dentro del nucleo en
eucariontes superiores no es
azarosa y tiene un papel
importante  en
celulares como ciclo celular,
diferenciacién y senescencia.

funciones

El empaquetamiento de la
cromatina provoca contacto
de regiones distantes y este
contacto fisico entre genes vy
sus elementos regulatorios
(marcas en la cromatina vy
proteinas) es crucial para
mecanismos de regulacién
génica.

TAD (Topologically Associated
Domain) Regiones en el
genoma formadoras de asas
con fronteras definidas con
funcién organizacional y de
regulacion de
debido a las interacciones del
loci dentro de esta estructura y
una minima o nula interaccién
fuera de la misma.

expresion,

Hi-C (high-throughput
chromosome  conformation
capture) Método

que utiliza ligacién de regiones
en la cromatina con contacto
fisico y wuna subsecuente
secuenciacion para identificar
todas las interacciones que
ocurren a través del genoma.

Pombo et al, 2015; Rocha et al, 2015;
Rowley et al, 2018.
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representado por el heatmap del Hi-C en la Figura 8.7.A. Esta representacién muestra dos
regiones con una mayor interaccion dentro del TAD, evidenciando dos posibles estructuras
sub-TAD de un tamafio aproximado de 600 kb. (Resaltado en la Figura 8.7.A).

Para las interacciones a larga distancia, se utilizd el inicialmente la misma ventana de 2MB
y las predicciones de interacciones con la region promotora de LRPPRC. Los criterios para
tomar en cuenta la interaccién como probable fueron que la interacciéon se encontrara en
una region dentro del TAD, un valor mayor a 2 en el valor normalizado de la interaccion y
que existiera algun indicio de una regién reguladora; todo reportado por el portal 3DIV.
De esta forma, se identificaron 18 posibles interacciones con el promotor de LRPPRC
(Figura 8.7.C): a) 1 con la regién terminal del gen DYNC2LI1, b) 3 en tdandem con los
genes ABCG5 y ABCGS8, c) 4 en tandem dentro de LRPPRC, d) 3 en tandem con una
region intergénica (sin genes reportados), €) 1 con el gen PPM1B, f) 3 con el gen
SLC3A1 y g) 3 con una region compartida por el gen CAMKMT y la secuencia para un
miRNA MIR548AD. (Figura 8.C.D)

Con este acercamiento se evidencia que LRPPRC tiene posibles interacciones con 7 genes
dentro del TAD que lo contiene, por lo tanto se postula que el /ocus LRPPRC representa
una region de regulacion a distancia.
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Figura 8.7. Estructuras tipo TAD presentes en el locus de LRPPRC. A) Matriz de datos
publicos de Hi-C en tejido hepatico sano, B) TADs y estructuras genéticas reportados en la regidn,
C) Spider-plot de las predicciones de interacciones con la regidon promotora de LRPPRC, D)
Acercamiento de la region de interacciones del promotor de LRPPRC con los genes aledafios.

Resolucion del heatmap: 30 kb.
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Una vez identificada la posible interacciéon de la regidon promotora de LRPPRC con otros
genes del mismo /ocus, se analiz6 si estas interacciones podrian tener un significado
bioldgico por medio de un mapeo de datos bioinformaticos con co-localizacion de marcas
en la cromatina. Para ello se utilizaron datos publicos de ChiP-seqg para las marcas en las
histonas de regiones enhancer (H3K27ac y H3K4), accesibilidad de la cromatina (DNAsa),
union de proteinas de la arquitectura nuclear que delimitan las regiones enhancer (CTCF y
RAD21; subunidad de la cohesina) en tejido hepatico sano y uniéon de proteinas que
definen un super-enhancer (MED1) en la linea celular HepG2. Se delimitd la regién de
estudio a la establecida por la estructura TAD, de aproximadamente 1.4 Mb
(chr2:43825732-45179748).

La sefial de ChIP-seq esta representada en picos que superan un score establecido para
distinguirlas de una senal de fondo. Algunas son Unicas y otras son un cumulo de sefal
gue se representa como distintos picos. Para la regién en cuestion, la sefal de la marca
de la cromatina H3K27ac (Figura 8.8C) identifica 3 picos de sefal Unicos y 4 de multiples
picos, teniendo la mas alta en una region intragénica entre los genes LRPPRC y PPM1. Por
otra parte, en H3K4me1l (Figura 8.8D), hay mas de 10 cumulos de picos, donde la mas
alta se encuentra en el locus de DYNC2LI1. Asimismo, para la sefal de la DNAsa (Figura
8.8E) se muestran 3 pequefios cumulos de sefial y un pico franco en el locus de LRPPRC.
Adicionalmente, con las sefiales de CTCF (Figura 8.8F) se identifican 9 picos unicos, con el
mayor en una region intergénica entre PPM1B y SLC3A1 asi como un patréon de picos muy
parecido para RAD21 (Figura 8.8G). Por ultimo, para la marca de la cromatina MED1
(Figura 8.8H), no se observan picos Unicos ni con sefal alta, sélo 8 pequefios ciumulos.

De esta forma se identificaron 11 interacciones que co-localizan con sefales conjuntas de
todas las marcas en la cromatina. Las cuales fueron: a) 3 interacciones en tandem en el
locus que comprende a los genes DYNC2LI1, ABCG5, ABCGS8, b) 4 interacciones en
tandem dentro del locus de LRPPRC y c) 3 interacciones en tandem en la region
intergénica localizada en las coordenadas chr2:44290000-44305000 (GRCh37/hg19, 15
kb); entre los genes LRPPRC y PPM1B.

El cdmulo de estas sefales muestra evidencia para que esta region sea considerada como
de super-enhancer; es decir regiones transcripcionalmente activas por el reclutamiento de
factores de transcripcidon que activan la transcripcién de genes a distancia y son definidas
por la unién de MED1 (Mediator 1; mediador 1)88,

Esta informacion sugiere que 11 de las 18 posibles interacciones identificadas podrian
tener un potencial bioldgico de regulacion a distancia.
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Figura 8.8. Mapeo del locus de LRPPRC. A) genes de la regién, B) prediccion de interacciones,
sefiales en tejido hepatico sano de C) H3K27ac, D) H3K4mel, E) DNAsa, F) union de CTCF y G)
unién de RAD21 (subunidad de la cohesina). H) Sefal en HepG2 de unién de MED1. I)
acercamiento de la region de aproximadamente de 312 kb (chr2:43,999,679-44,311,991,
GRCh37/hg19) mostrando la co-localizacion de prediccion de interacciones y marcas en la
cromatina.
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Busqueda de variantes en la region de interaccion dentro del intron 23 de
LRPPRC.

De estas interacciones, la mas notable fue la identificada dentro del gen LRPPRC. Esta
region de interaccion contiene la sefial mas grande para accesibilidad en la cromatina, ya
que la DNAsa corta el DNA en regiones laxas, abriendo la posibilidad de la entrada a
factores de transcripcion. La regién, contiene cuatro interacciones en tdndem que abarcan
desde el intrén 14 hasta el intréon 25 de LRPPRC (20 kb; chr2:44158145-44178144,
GRCh37/hg19), y en ésta, estan incluidas 2 de las 3 variantes asociadas a riesgo de HTG,
por lo que podria existir una variante en desequilibrio de ligamiento en la regiéon con un
potencial regulatorio.

Dentro de esta regién, hay una zona que muestra una mayor evidencia de regulacion y
una posible unién de factores de transcripcién dada la acumulacion de sefales en las
marcas de la cromatina (H3K27ac y H3K4mel) y unidon de proteinas (DNAsa, CTCF,
RAD21 y MED1) analizadas (Figura 8.8.I), asi como la co-localizacidn con las 4
interacciones en tandem. Esta region de 5 kb (chr2:44167190-44171910, GRCh37/hg19)
abarca parte del intrén 22, el exén 23 y parte del intrén 23. En la secuenciacién de los
exones de LRPPRC (Seccidon 8. Busqueda de nuevas variantes en los exones del gen
LRPPRC) ya se habia analizado la secuencia de los exones 22 y 23 y en este analisis se
identificé la variante V22 (rs28394191) en el intron 22, cercana al exé6n 22, que es una
variante identificada tanto en portadores (Tabla 8.1) como en no portadores (Tabla 8.3).
Para explorar mas esta zona de interés, se realizé la bUsqueda de otras variantes que
pudieran pertenecer al haplotipo de riesgo mediante la secuenciacién en la region del
intrén 22 (chr2:44,171,033-44,172,469, GRCh37/hg19) y una regidon del intrén 23
(chr2:44,166,932-44,170,824, GRCh37/hg19) en portadores de las variantes de riesgo
(Seccién 8. Busqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC).

De esta secuenciacion, se identificaron 2 variantes en el intron 23 de LRPPRC: rs4263155
y rs4600713 (Tabla 8.5), a las que nos referiremos como en Variante de Interaccion 1
(VI1) y Variante de Interaccién 2 (VI2), respectivamente. Ademas de su identificacion,
también se determind que estas dos variantes son compartidas de manera homocigota
por los 4 portadores del haplotipo de riesgo.
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Posicion Variacion en el No. En NCBI Presencia en Prevalencia en Base de

génica DNA Portadores la poblacién datos
(AMR/MXL)

Intrén 23 1VS23+245 rs4263155 (VI1) 4 portadores 0.157/0.086 1000
homocigotos Genomes

Fase 3

IVS23+451 rs4600713 (VI2) 4 portadores 0.159/0.086 1000
homocigotos Genomes

Fase 3

Tabla 8.5. Variantes identificadas en la region de interaccion dentro del intrén 23 de
LRPPRC en los 4 portadores homocigotos de las variantes de riesgo. AMR: poblacién
americana; MXL: poblacidon con ancestria mexicana residente en Los Angeles, California, EUA.

Para identificar la posible presencia de las variantes en sujetos sanos no portadores del
haplotipo, se realizd la busqueda mediante secuenciacidn Sanger en muestras de no
portadores (Tabla 8.3) y confirmamos que las variantes VI1 y VI2 son exclusivas de los
sujetos portadores de las variantes de riesgo (Tabla 8.6).

Variante Presencia en no portadores a las variantes de riesgo
Homocigotos/Heterocigotos/Ausencia
VI1 0/0/12
Vvi2 0/0/12

Tabla 8.6. Busqueda de las 2 variantes identificadas en la region 23 en muestras de no
portadores sin HTG.
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Para estas dos variantes, se realizé una busqueda bioinformatica de posibles alteraciones
en el empalme del RNA utilizando los tres portales, Mutation Taster, Human Splicing
Finder y Spliceman Web Server.

Para las variantes VI1 y VI2 hay predicciones sobre la alteracién en proceso de empalme
del RNA. El criterio que no se cumple con las predicciones anteriormente descritas (Tabla
8.2) fue la cercania con la unién intréon-exoén, sin embargo, los 3 portales predicen una
posible implicaciéon en el empalme del RNA. Para las predicciones anteriores, también se
tomo en cuenta que las predicciones fueran compartidas, que los 3 portales tuvieran
predicciones, por lo que esta recopilacién de informacién se considera como probable
(Tabla 8.7).

De esta forma mediante andlisis in silico, se predice que las variantes VI1 y VI2 pudieran
alterar el proceso de empalme del RNA.

Variante Distancia del Mutation taster Human Splicing Spliceman
sitio de Finder Web Server*
union
exon/intron
(pb)
VI1 245 Sitio donador Sitio donador 69%
ligeramente ligeramente
incrementado incrementado para un
potencial nuevo sitio
Omisién de exones y de empalme del RNA

caracteristicas de la
proteina afectada

VI2 451 Sitio aceptor Sitio donador 56%
incrementado ligeramente
incrementado para un
potencial nuevo sitio
de empalme del RNA

Nuevo sitio enhancer
y roto otro sitio

Omisidn de exones y enhancer

caracteristicas de la

proteina afectada Ligero incremento de

sitio silencer

Tabla 8.7. Recopilacion de informaciéon para las 2 variantes compartidas de manera
homocigota entre los 4 pacientes portadores. SWS*: entre mas alto el porcentaje, mas
probable es que la variante afecte el proceso de empalme del RNA.
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Adicionalmente, se realizé una busqueda in-silico complementaria de posibles afectaciones
en la union de factores de transcripcién mediante el uso de los portales HaploReg v4.1,
Jaspar 2020, LASAGNA-Search 2.0 y Toolkit for Cistrome Data Browser.

El analisis in-silico del loci de LRPPRC, reveld la presencia de 8 posibles elementos
respuesta para diferentes factores de transcripcidon para la regién de variante VI1: CTCF
(CCCTC-binding factor; factor de unién a la secuencia CCCTC), USF1 (Upstream
stimulating factor 1; Factor estimulante 1), E2F (E2 factor; Factor E2), GCNF (Germ Cell
Nuclear Factor; Factor nuclear de célula germinal), NANOG (NANOG Homeobox; factor
homeodtico NANOG), NKX2 (NK2 Homeobox 1; factor homedtico NK2 1), POUSF1 (POU
class 5 transcription factor 1; factor de transcripcion POU 1 clase 5) y STAT (Signal
transducer and activator of transcription; Sefal transductora y activadora de la
transcripcién) (Figura 8.9A).

Mientras que para la region que comprende la VI2, se identificaron 6 posibles elementos
respuesta para los factores de transcripcion NFE2L1 (Nuclear Factor Erythroid-2 Related
Factor 1; factor 1 relacionado al factor nuclear eritroide-2), MAFG (MAF bZIP transcription
factor G; factor de transcripcidn G con cremallera de leucina de la familia MAF), NFE2
(nuclear factor erythroid 2; factor nuclear 2 eritroide), FOXA (forkhead box A; factor
cabeza de horquilla A), IRF (interferon regulatory factor, Factor regulatorio de
interferon), C11orf30 (chromosome 11 open reading frame 30, marco abierto de lectura
30 en el cromosoma 11; codifica para el factor nuclear EMSY), SS18 (Synovial sarcoma
translocation, chromosome 18, traslocacion del cromosoma 18 del sarcoma sinovial) y
STAT (Figura 8.9B).

La region que comprende la variante VI1 afecta potencialmente 6 de los 8 elementos de
respuesta para los factores de transcripcion E2F, GNCF, NANOG, STAT, POU5F1 y NKX2
de manera directa.

Para la regidon que comprende la variante VI2, habria afectacién directa en los elementos
respuesta para los factores de transcripcién FOXA, IRF y STAT.

Estos analisis revelan una concentracion de informacién de control transcripcional
conglomerada alrededor de las variantes identificadas y abre la posibilidad de que el /ocus
pudiera reclutar distintos factores de transcripcidon cuyos elementos modificaran la unién
de distintos factores de transcripcidon dependiendo de la presencia de las variantes VI1 y
VI2.
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Figura 8.9. Esquema de la posicion de elementos de respuesta a diferentes factores de
transcripcién dentro del /oci de las 2 variantes VI1 y VI2. La caja vertical resalta la posicién
del nucledtido que difiere entre ambos alelos. A) Locus de la variante VI1, B) locus de la variante
VI2. Caja horizontal azul: prediccion del portal Toolkit for Cistrome Data Browser. Caja horizontal

verde: prediccion del portal Haploreg v4.1. *:

Predicciones encontradas en los dos portales

utilizados. Recuadros a la izquierda: factores que no cuentan con secuencia consenso para el
motivo respuesta. Nomenclatura de las bases con ambigledad en la secuencia de los elementos
respuesta: R: base purica; Y: base pirimidica; S: GoC; W: AoT; K: GoT; M:AoC;B:C,GoT,;
D: A, GoT;H:A CoT; V:A CoG.
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A la vista de que existe una posible unién en factores de transcripcion en variantes
identificadas en la regién de interaccién, se complementd con una busqueda
bioinformatica en los mismos sitios utilizados (HaploReg v4.1, Jaspar 2020, LASAGNA-
Search 2.0 y Toolkit for Cistrome Data Browser) para el loci de las variantes
pertenecientes al haplotipo de riesgo V9 y V15 (Tabla 8.3 y seccion 8. Busqueda de
isoformas de LRPPRC) y se realizé para identificar si existian datos de alteracién en los
motivos respuesta a factores de transcripcién. No se realizd en las variantes V3, V20 vy
V22 ya que se demostré mediante secuenciacion (Tabla 8.3) que también estan presentes
en no portadores.

Este analisis reveld la prediccion de 7 posibles elemento respuesta para diferentes
factores de transcripciéon para el locus de la variante V9: EZH2 (Enhancer of zeste 2;
enhancer 2 de la proteina zeste), KLF9 (Krippel-like factor 9; factor 9 tipo Krippel), MYC
(MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor), POLR2A (RNA polymerase II subunit
A, subunidad A de la RNA polimerasa II), RUNX1 (RUNX Family Transcription Factor 1;
factor de transcripcion 1 de la familia RUNX), NCX (también conocido como TLX2 T-cell
leukemia homeobox 2; factor homeético 2 de leucemia de células T) y SOX (SRY-related
HMG-box genes; factor con dominio de alta movilidad relacionado con la proteina regién Y
determinante del sexo) (Figura 8.10A).

Mientras que para la V15 se identifican 20 posibles elementos respuesta: FOXA2
(Forkhead box A2; factor cabeza de horquilla A2), SMC1A (structural maintenance of
chromosomes 1A; mantenimiento estructural de cromosomas 1A), CTCF, CTCFL (CCCTC-
binding factor like; factor tipo CTCF), SMC3 (structural maintenance of chromosomes 3;
mantenimiento estructural de cromosomas 3), ZNF654 (zinc finger protein 654; proteina
dedos de zinc 654), RAD21 (Double-strand-break repair protein, proteina de reparacion
del dano a cadena doble), STAG1 (stromal antigen 1; antigeno estromal 1), ZNF766
(zinc finger protein 766; proteina dedos de zinc 766), FAIRE (Formaldehyde-Assisted
Isolation of Regulatory Elements; Elementos regulatorios aislados con ayuda de
formaldehido), ARID3A (AT-rich interactive domain-containing protein 3A; dominio de
interaccion rico en AT de la proteina 3A), SMAD1 (SMAD family member 1; miembro de
la familia SMAD 1), SRF (serum response factor; factor de respuesta sérica), RCOR1
(REST corepressor 1; correpresor REST 1), RFX5 (Regulatory factor X-5; factor
regulatorio X-5), ARID5A (AT-Rich Interaction Domain 5A; dominio de interaccion rico en
AT de la proteina 3A), GATA (GATA-binding factor; factor de unién a la secuencia GATA),
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), PAX5 (Paired box 5;
caja emparejada 5), TFIIA (General Transcription Factors IIA, factor de transcripcién
general IIA) (Figura 8.10B).

La V9 afectaria de manera directa a 3 elementos (RUNX1, NCX y SOX), mientras que V15
por lo menos a 8 elementos (RFX5, ARID5A, GATA, NF-kB, PAX5, TFIIA, CTCF Y CTCFL).

Este andlisis propone que estas variantes también podrian tener un efecto en el control
transcripcional del /locus a través de modificar la unién de factores de transcripcién
reclutados en la regidn.
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Figura 8.10. Esquema de la posicion de elementos de respuesta a diferentes factores de
transcripcién dentro del loci de las variantes V9 y V15. La caja vertical resalta la posicién del
nucledtido que difiere entre ambos alelos. A) Locus de la variante V9, B) locus de la variante V15.
Caja horizontal azul: prediccion del portal Toolkit for Cistrome Data Browser. Caja horizontal
verde: prediccion del portal Haploreg v4.1. Recuadros a la izquierda: factores que no cuentan con
secuencia consenso para el motivo respuesta. Nomenclatura de las bases con ambigliedad en la
secuencia de los elementos respuesta: R: base purica; Y: base pirimidica; S: GoC; W: Ao T; K: G
OT; M: AoC; B:C,GoT;D:A,GoT; H:A CoT,; V: A, Co G; N: cualquier base.
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9. DISCUSION

En este trabajo evaluamos las posibles implicaciones funcionales de distintas variantes
genéticas identificadas en el gen LRPPRC asociadas a un riesgo incrementado para
desarrollar hipertrigliceridemia severa familiar (HTGSF) en familias mexicanas
(manuscrito en preparacion). Tratandose de variantes intrdonicas en desequilibrio de
ligamiento, decidimos en primera instancia buscar mediante secuenciacién Sanger,
posibles mutaciones o variantes funcionales dentro de los exones y las uniones intrén-
exon del gen LRPPRC, que pudieran ser parte del haplotipo de riesgo inicialmente
identificado. Adicionalmente, analizamos posibles diferencias en la expresién del gen
LRPPRC asi como de distintos genes mitocondriales a partir de biopsias hepaticas de
sujetos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo. Analizamos también la
presencia de posibles RNA mensajeros alternativos de LRPPRC entre portadores y no
portadores. Por ultimo, mediante estrategias bioinformaticas analizamos posibles
interacciones a distancia y motivos de unién para distintos factores de transcripcion
presentes dentro del /ocus de LRPPRC.

Considerando que las variantes originalmente identificadas (haplotipo de riesgo
conformado por las variantes rs7593842, rs58811869 y rs72877186) se encuentran
dentro de regiones intrénicas de LRPPRC, se emplearon distintas estrategias tanto
bioinformaticas como experimentales para identificar posibles variantes causales dentro
del locus. A continuacidon se discuten los resultados obtenidos de las distintas estrategias
asi como las potenciales limitaciones de cada una de ellas:

Variantes identificadas mediante secuenciacion de los exones del gen LRPPRC.

En la Tabla 8.1 se muestran las variantes identificadas mediante secuenciacion de los 38
exones del gen LRPPRC en los sujetos portadores de las variantes de riesgo. La variante
encontrada en el exdn 2 (rs6741066) en los portadores del haplotipo de riesgo es una
variante silenciosa/sindnima. Por su parte, la variante del exdn 30 solo se identificd en
uno de los portadores del haplotipo de riesgo, portador 3 (rs769476622). Si bien esta
variante resulta en el cambio de aminoacido (missense), mediante herramientas
bioinformaticas (PolyPhen) se predice como un cambio benigno. Por lo tanto, no
identificamos variantes tipo missense dentro de los exones; identificamos sin embargo
variantes intronicas adicionales. De estos resultados, concluimos que la estructura
primaria de la proteina no se encuentra afectada y por lo tanto es posible que la
alteracion de la expresién tendria que ver con algun aspecto regulatorio, similar a lo
observado en el modelo murino knock-down a LRPPRC>>. De manera interesante Rakovic
y colaboradores realizaron un analisis del mismo gen en pacientes con enfermedad de
Parkinson. Este grupo secuencié las regiones exonicas y las uniones intron-exon de
LRPPRC. Identificaron 4 cambios sindnimos en la regién codificante y 17 variantes
intronicas. De las 21 variantes identificadas en el estudio de Rakovic y colaboradores, en
nuestro estudio identificamos 10 (1 exdnica y 9 intrdnicas), sin embargo, muchas eran
compartidas entre portadores y no portadores del haplotipo de riesgo (Tabla 8.3).
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Mediante el portal Mutation Taster analizamos si las variantes identificadas ya estaban
reportadas en distintas bases de datos y si contaban con un identificador rs. En este
portal también se reportaba si las distintas variantes podrian afectar el proceso de
empalme del RNA y por lo tanto resultar en el skipping de secuencias exonicas o la
formacion de nuevos sitios donadores/aceptores. La Tabla 8.2 muestra la recopilacion de
informacion de 3 portales bioinformaticos utilizados y las diferentes predicciones sobre las
implicaciones de la presencia de las distintas variantes. Esto en conjunto nos permitio
seleccionar algunas variantes para ensayos funcionales.

La Tabla 8.3 muestra los resultados obtenidos de la secuenciacién dirigida a buscar la
presencia de las variantes seleccionadas en los sujetos no portadores. Es notorio de
mencién que la variante rs17031786, ubicada en el intron 6, presenta el mayor
porcentaje de probabilidad de afectacion por el portal Spliceman Web Server (96%; Tabla
8.2), ademas de informacidn en conjunto con los demas portales para que pudiera
considerarse como una variante con probable afectacién en el empalme del RNA, pero una
vez que se identifico que la V9 no estaba presentes en los no portadores y la V15 tiene
una baja frecuencia en no portadores, se decididé darle prioridad a estas dos variantes y
continuar con su analisis funcional, dejando la secuenciacion de rs17031786 en no
portadores como perspectiva para un trabajo futuro, asi como las muestras faltantes de la
V3. Las otras variantes identificadas (V20, V22, V28) se descartaron al estar presentes en
no portadores. En la seccidon 8. Busqueda de nuevas variantes en los exones del gen
LRPPRC se describen estos analisis.

En los estudios con variantes genéticas, un dato de vital importancia es la prevalencia de
las mismas en diferentes tipos de poblaciones. Nuestra poblacion mexicana es
considerada mestizo-mexicana, ya que es resultado de una combinacion reciente de
poblacion europea, nativa americana y en menor medida, africana. Se estima una
proporcion de la ancestria aproximadamente del 52% europea, 45% nativa americana
(43% nativo norteamericano y 2% nativo sudamericano) y 4% africana33. Esta proporcion
es relevante al compararla con otras poblaciones porque existen diferencias incluso entre
poblaciones latinas, como por ejemplo, en la poblacion colombiana la proporcion de
ancestria son 71% europea, 19% nativo americana y 10% africana.

Estudios de asociacidn genética en poblaciones europeas o caucdsicas no son
completamente reproducibles en poblacidén mestiza-mexicana; variantes identificadas no
estan presentes en la poblacion mestiza y/u otras variantes identificadas tienen una
mayor asociacion a la condicion de estudiol®3!. En el caso de las variantes de nuestro
estudio, en la Tabla 9.1 se pueden observar esas diferencias en la prevalencia entre
poblaciones. Se observa que unas variantes no estdn presentes en poblacién asiatica,
pero si en poblacion europea y americana en proporciones similares (rs6721144,
rs7593842, rs17031786, rs58811869, rs72877186, rs79868165, rs368657323,
rs769476622 y rs4263155); reflejando el mestizaje y proporcion de ancestria de la
poblacidon mexicana.
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No. en NCBI (alelo) AFR  AMR (MXL) EAS EUR SAS
rs6741066 (C) 0.320  0.445(0.461) 0.963 0.258 0.533
rs6721144 (C) 0.365  0.154(0.070) 0.000 0.171 0.025

rs17031786 (G) 0.368  0.156(0.070) 0.000 0.172 0.022
*rs7593842 (C) 0.367  0.154(0.070) 0.000 0.172 0.022
rs10190161 (C) 0.748  0.569(0.570) 0.045 0.748 0.487
*rs58811869 (C) 0.352  0.144(0.078) 0.000 0.153 0.022
*rs72877186 (C) 0.365  0.156(0.078) 0.000 0.172 0.026
rs79868165 (T) 0.000  0.003(0.016) 0.000 0.013 0.002
rs7594526 (T) 0.346  0.411(0.477) 0.043 0.586 0.460
rs28394191 (C) 0.552  0.585(0.523) 0.963 0.413 0.533
+rs368657323 (A) 0.000 5.812e-05(-) 0.000 8.846e-05 0.000

rs7568481 (T) 0.757 0.592(0.555) 0.960 0.405 0.502
rs4952691 (A) 0.900 0.644(0.586) 0.966 0.504 0.628
+rs769476622 (T) 0.000 5.784e-05(-) 0.000 2.644e-05 0.000
rs2955280 (T) 0.897 0.640(0.578) 0.956 0.500 0.642
rs4263155 (T) 0.373 0.157(0.086) 0.000 0.173 0.026

Tabla 9.1. Prevalencia de las variantes identificadas en las secciones 8. Busqueda de
nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC y 8. Blusqueda de variantes en la region
de interaccion dentro del intron 23 de LRPPRC en diferentes poblaciones. Valores
obtenidos del estudio 1000 Genomes, excepto + (Valores obtenidos del estudio gnomAD genomes
r3.0). *: Variantes pertenecientes al haplotipo de riesgo. AFR: poblacién africana; AMR: poblacién
americana; MXL: poblaciéon con ancestria mexicana en Los Angeles, California, EUA; EAS:
poblacidn del este de Asia, EUR: poblacidn europea, SAS: poblacién del sur de Asia.

La presencia de mutaciones y las marcadas diferencias en las frecuencias alélicas se han
asociado al mestizaje de cada poblaciéon, ya que el proceso dindmico de la combinacién de
proporciones de componentes ancestrales, las combinaciones entre diferentes poblaciones
y el paso del tiempo resulta en una organizacidon especifica a través del genoma;
derivando en patrones de desequilibrio de ligamiento para cada poblacidon. Este patrén
también es denominado como desequilibrio de ligamiento por mezcla (ALD, Admixture
Linkage Disequilibrium), que consiste en grandes bloques de haplotipos y asociaciones no
aleatorias a lo largo del cromosoma, pero con longitudes de los bloques diferenciadas
entre poblacion®.

En el trabajo de Weissglas-Volkov y colaboradores se llegdé a la conclusion de que incluso
si una variante tiene un efecto en todos los grupos ancestrales, esta podria tener una
mayor prevalencia en una poblacion en especifico; sugiriendo que dependiendo de la
frecuencia, la contribucion de cada /locus a la susceptibilidad a la condicién de estudio
pudiera variar entre poblaciones, haciendo diferente la asociacion clinica. Al tener en
cuenta estas diferencias en los estudios de asociacién genética que no permiten
extrapolar resultados a diferentes poblaciones, es necesario un estudio con integrantes de
la poblacién de interés y un tamano de muestra (N) elevado para definir la frecuencia de
mutaciones patdgenas o para discernir variantes comunes exclusivas o mas prevalentes
en la poblacién, revelar variantes que son nuevas, redefinir patrones en desequilibrio de
ligamiento, prevalencia de enfermedades e interacciones gen-ambiente y sobretodo, una
probable relevancia clinica.
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Analisis de las posibles isoformas identificadas de LRPPRC.

En el caso de la poblacion mexicana y poblaciones latinas, uno de los estudios mas
importantes de asociacién genética a nivel genoma completo para la identificacién de
variantes asociadas con enfermedades (como Diabetes) es el realizado por el Consorcio
genético de Diabetes tipo 2 de la iniciativa Slim en Medicina Gendmica para las américas
(The Slim Initiative in Genomic Medicine for the Americas (SIGMA) Type 2 Diabetes
Genetics Consortium). En este estudio se identificdé un haplotipo de variantes en el gen
SLC16A11 con una asociacion a la Diabetes tipo 2 con significancia genome-wide®°. Este
haplotipo tiene una frecuencia de aproximadamente 50% en Nativos Americanos, 10% en
Asiaticos del Este, pero muy rara en Europeos y Africanos. Ademas de esa importante
asociacién a una condicion metabdlica de gran importancia, es el estudio de asociacion
genética con la muestra de estudio mas grande con mexicanos, haciéndolo una excelente
base de datos de variantes comunes en mexicanos. Estos datos son facilmente
extrapolables para estudios genéticos en los que se tengan sujetos con ancestria mestizo-
mexicana y poder dilucidar la frecuencia de variantes de estudio.

Tomando en cuenta la base de datos SIGMA, se considerd que la frecuencia del haplotipo
de riesgo es relativamente alta en la poblacion mestiza-mexicana (Tabla 9.2), por lo que
fue posible identificar individuos portadores y no portadores de los cuales contdbamos con
biopsia hepatica (individuos no pertenecientes al estudio de descubrimiento, pero si a un
estudio de Obesidad Mdrbida en cual se justificd la toma de biopsia hepatica).

No. en NCBI Intrén Alelo Prevalencia en SIGMA

rs72877186 9 C 0.1162
rs58811869 15 C 0.1028
rs7593842 17 C 0.1194

Tabla 9.2. Frecuencia de las variantes pertenecientes al haplotipo de riesgo en el estudio
SIGMA.

De esta forma, se seleccionaron muestras de portadores y no portadores de acuerdo al
genotipo a LRPPRC considerando al mismo tiempo parear por edad y sexo. Se obtuvieron
3 muestras de pacientes portadores (2 homocigotas y 1 heterocigota).

En el estudio de Gaweda-Walerych y colaboradores se demostré que la presencia de la
variante rs7593842 (identificada como V9 en este documento) tiene implicacion en el
proceso de empalme del RNA al promover la formacion de una isoforma de mRNA que
presenta el skipping del exdon 9 del transcrito de LRPPRC. Mediante un ensayo de mini-gen
de la region de union del intrén-exén, identificaron que esta isoforma de LRPPRC esta
presente en modelo de linea celular y cuando estd presente la variante, hay una mayor
abundancia de esta isoforma alternativa. También pareceria que la presencia de esta
isoforma es tejido especifico, ya que al usar 2 diferentes lineas celulares humanas para
sobre-expresar estas construcciones, sdlo estuvo presente en las celulas Hela (linea de
cancer cervicouterino utilizada con alta frecuencia en experimentos in-vitro) y Hek293T
(linea de células embrionarias de rindn utilizada en experimentos de sobre-expresion
génica). En el presente trabajo se utilizaron las mismas dos lineas celulares para intentar
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identificar las isoformas reportadas por Gaweda-Walerych y colaboradores de manera WT
y poder tomarlas como un control positivo, aunque no nos fue posible evidenciar la
isoforma reportada en condiciones de amplificacién y uso de oligonucledtidos disefiados
(Figura suplementaria 1.2). Es digno de mencidén que estas dos lineas celulares no poseen
el contexto metabdlico del higado, 6rgano del que provienen las muestras analizadas y
nuestro interés en evidenciarla en ese tipo de tejido, pero se consideré pertinente
utilizarlas para tratar de reproducir lo identificado por Gaweda-Walerych y colaboradores
al intentar identificar posibles isoformas de LRPPRC con nuestras condiciones de
amplificacion del cDNA de LRPPRC.

En el presente trabajo probamos diferentes métodos de sintesis de cDNA y pares de
oligonucleétidos para amplificar selectivamente las regiones exodnicas aledafias, con la
finalidad de identificar alguna isoforma que pudiera estar presente en el tejido hepatico y
enriquecerla con alguna de las condiciones utilizadas. Se utiliz6 ademas RNA de HepG2
como control.

En las Figuras 8.1A, 8.1B y 8.2A se muestran los amplificados obtenidos del cDNA
sintetizado mediante oligonucledtidos aleatorios. En la Figura 8.2A se muestra un
amplificado alternativo de mayor tamano que presenta secuencia del gen LRPPRC. Este
amplificado de aproximadamente 320 pb, termina abruptamente después de los primeros
30 nucledtidos del exdén 10. Si este transcrito alternativo llega a traducirse, daria como
resultado a una proteina trunca conteniendo los primeros 399 aa de LRPPRC (LRPPRC
completa tiene 1394 aa), con lo cual se perderian los motivos PPR que tienen unién al
mRNA mitocondrial y de esta forma podria alterar su funcion de brindar estabilidad a los
mtRNAs. Al conservar los primeros aminoacidos, se conserva la secuencia blanco para
trasporte a la mitocondria, por lo que esta proteina trunca podria llegar a la mitocondria y
afectar la funcién doptima de la proteina completa. Es notorio mencionar una isoforma de
LRPPRC reportada en una version anterior del portal Ensembl que tiene una secuencia que
termina en el exdn 9 sin ningun codoén de paro y codifica para una proteina de 359 aa. En
una version actualizada del portal Ensembl, la isoforma mas pequena (que comienza en el
exon 1 como la proteina candnica) de LRPPRC termina hasta el exdén 13, si contiene un
coddén de paro y su proteina esta formada por 531 aa; no se reporta mucha informacion
de estas proteinas concerniente a su abundancia en tejidos en humano o funcionalidad. Al
existir tantas isoformas reportadas para LRPPRC (Tabla suplementaria 1.1) que si
traducen proteinas, seria de interés evaluar la existencia de las proteinas propuestas
tanto por Gaweda-Walerych y colaboradores como las presentadas en el presente trabajo,
asi como con el contexto hepatico y posibles implicaciones por la presencia de la V9.

En la Figura 8.2B, se muestra el cDNA sintetizado utilizando un oligonucledétido con 18
timinas, para buscar hibridacién con la cola de poli-A de los mMRNA maduros. Ademas, se
utilizd un oligonucledtido que hibrida en una regidén rio arriba a los exones adyacentes a la
variante V9, la isoforma previamente identificada (Figura 8.2.A). Sin embargo, con estas
condiciones no era posible amplificar el transcrito candnico, ya que el tamafio esperado
era de aproximadamente 4700 pb (secuencia codificante completa). Se obtuvieron
multiples amplificados sin embargo, no identificé el amplificado esperado, por lo que la
sintesis de cDNA con el oligonucledtido de 18 timinas no fue ilustrativo para nuestro
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proyecto. Lo anterior podria deberse a inespecificidad en el alineamiento de los
oligonucleédtidos utilizados en la amplificacion, ya que se utiliz6 una temperatura de
alineamiento relativamente baja (Ta: 50 °C) e intermedia a las temperaturas melting de
los oligonucledtidos (Tm oligonucledtido sentido: 55.6 °C y Tm oligonucleétido
antisentido: 45.3 °C). Pudiera proponerse un nuevo disefo de oligonucledtidos asi como
una evaluacién con incrementos de Tm para identificar una posible Tm éptima. Con esta
condicién no se pudo evidenciar ninguna de las isoformas de LRPPRC conocidas, a
diferencia de las otras dos condiciones de sintesis de cDNA utilizadas.

La ultima condicién utilizada para la sintesis de cDNA fue utilizando oligonucleétidos
especificos para el transcrito candnico, ademas de amplificar una regidon mayor (del exon
6 al exén 17), bajo la premisa que un transcrito de mayor tamano pudiera tener mayor
estabilidad. Los amplificados obtenidos en las tres muestras utilizadas (HepG2,
Heterocigoto y WT a las variantes de riesgo) se muestran en la Figura 8.2C y fueron
identificados como LRPPRC. Estos transcritos muestran ausencia de secuencias exodnicas
(Figura suplementaria 1.6) y si llegaran a traducirse, se produciria una isoforma de la
proteina; en el portal Ensembl se reportan isoformas con intrones retenidos (que no se
llegan a traducir). La posible pérdida de secuencia codificante que identificamos no
produce un cambio del marco de lectura ni un codén de paro prematuro, sin embargo, se
pierde la secuencia del Asp249 a la Val387 de la proteina candnica. Este cambio
identificado no afecta la regién de transporte a la mitocondria (amino terminal) ni la
region funcional (carboxilo terminal), pero si podria afectar el dptimo plegamiento de la
proteina y en consecuencia su funcionalidad. También en el portal Ensembl se reportan
isoformas de proteinas con secuencias de aminoacidos faltantes con respecto a la proteina
candnica de 1394 aa, pero ninguna con el cambio que nosotros proponemos, por lo que si
la isoforma identificada llegara a traducirse, resultaria en una isoforma de la proteina
LRPPRC aun no reportada.

De los amplificados alternativos identificados y secuenciados, ninguno es el reportado por
Gaweda-Walerych y colaboradores, en el cual se reporta el skipping del exén 9. En el
portal Ensembl no se reportan isoformas con skipping del exdén 9, pero si se reportan
diferentes isoformas con alteraciones en los exones 19, 23 y 28 que son codificantes para
proteinas, por lo que pudiera ser viable la traduccion de estas dos isoformas propuestas;
la propuesta en el presente trabajo y la propuesta por Gaweda-Walerych y colaboradores.

Estos cambios identificados en la secuencia de los transcritos amplificados fueron
encontrados en las tres muestras utilizadas (portador heterocigoto, no portador y HepG2)
y en los diferentes tamafios de amplificados (Figura 8.2.C). Aun con la diferencia de
amplificados, se confirmd mediante secuenciacidén que los transcritos mostraban el mismo
patron en las secuencias (Figura suplementaria 1.6). No fue posible reproducir estas
condiciones en el resto de las muestras de pacientes (2 homocigotos portadores y 8 no
portadores, Figura suplementaria 1.5). Pudiera deberse a que la integridad del RNA no
fuera la mas 6ptima y sea necesario una nueva toma de muestra y nueva extraccion de
RNA; también existe la posibilidad que las dos muestras de pacientes analizadas donde
fue identificada la isoforma sean atipicas y especificas para estas dos muestras; seria
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necesario aumentar el nimero de muestras y sensibilidad de la técnica, como un
Northern-blot o secuenciacion de RNA (RNAseq).

Como perspectiva y considerando que el tejido hepatico no es de facil acceso,
proponemos utilizar tejido adiposo de individuos portadores y no portadores del haplotipo
de riesgo pertenecientes al estudio de familias con HTGSF, asi como aumentar el nimero
de muestras para poder evidenciar algun cambio en este tejido.

Aunque estos resultados son preliminares, proponemos que se promueve la sintesis de un
mRNA alternativo en tejido hepatico humano que de llegar a transcribirse produciria una
proteina trunca; como propuesta se pudiera sobre-expresar el gen en lineas celulares
para evaluar si se produce la proteina alternativa, asi como evaluar si la presencia de la
variante V9 tiene alguna afectacién en este mRNA alternativo.

Estudios de niveles de expresion de genes en tejido hepatico y linea celular
humana HepG2

Nivel de expresion para LRPPRC.

Se ha demostrado mediante estudios de Northern blot que la expresion de LRPPRC es
distinta entre tejidos. Los niveles de mRNA son mas abundantes en algunos tejidos
humanos entre los que se encuentran musculo esquelético, corazon y placenta®!; aunque
no siempre es lineal la abundancia de mRNA y proteina en todos los casos. Por ejemplo,
se reportan niveles bajos de expresion de mRNA de LRPPRC en el higado y el cerebro y
estos son los tejidos mayormente afectados en el sindrome de Leigh con mutaciones en el
gen LRPPRC vy alteraciones en su proteina.

Es importante mencionar también que en pacientes con sindrome de Leigh, se demostro
mediante inmunoensayos de Western-blot a partir de fibroblastos de piel y mitocondrias
de tejido hepatico, que los niveles de la proteina de LRPPRC estan disminuidos. El cambio
genético causante de la variante franco-canadiense de esta condicion se encuentra en el
exéon 9 (C'°-T), a 123 nucledtidos de la variante V9 (rs7593842). Sin embargo, en el
trabajo no evaluamos posibles cambios en los niveles de la proteina entre portadores y no
portadores del haplotipo de riesgo, ni analizamos la presencia de una posible forma mas
corta o faltante de aminoacidos de la proteina mediante Western-blot en tejido hepatico.

En la Figura 8.4 se muestra el analisis preliminar de expresidn de LRPPRC realizado en
muestras hepaticas de portadores y no portadores del haplotipo de riesgo. Sin embargo,
es importante mencionar que no fue posible analizar un nimero suficiente de muestras de
individuos portadores y por lo tanto no es posible concluir si existen o no diferencias en la
expresion del gen entre estos grupos.

Nivel de expresion de distintos genes mitocondriales

Una evaluaciéon indirecta de la afectacién en la funcién de LRPPRC es a través de
demostrar cambios en los niveles de expresidn de distintos genes mitocondriales, de
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acuerdo a la funcidon conocida del gen LRPPRC>'>°, Se ha propuesto que LRPPRC participa
en la estabilidad de los genes mitocondriales, los cuales codifican para proteinas de la
cadena respiratoria, la cual estd compuesta por 4 complejos: 3 bombas de protones y un
enlace fisico con el ciclo del acido citrico. En estos complejos es donde se realiza la
oxidacion completa de acidos grasos mediante la fosforilacidn oxidativa.

En la Figura 8.6 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de expresidon genética
de los genes mitocondriales de sujetos portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo. Para las evaluaciones estadisticas se tomo el calculo de la media de los valores
obtenidos de 222t en cada gen de los no portadores y se normalizo a 1 para comparar
con los valores 224t gbtenidos de los individuos portadores, aunque es de mencionarse
que existe variabilidad entre los valores de expresion (Ct, ACt) de los genes
mitocondriales en los no portadores; hay poca variabilidad entre los valores de Ct de los
triplicados de cada muestra para cada gen (Tabla suplementaria 1.2), pero si en las
medias de los valores ACt de los 9 no portadores (Tabla suplementaria 1.3).

En la Figura 8.6A y Figura 8.6C no observamos diferencias significativas, sin embargo
cuando se comparan los resultados obtenidos de un portador homocigoto (Figura 8.6B) se
observa la disminucion en la expresion de los mRNA mitocondriales respecto a la
normalizacién de los no portadores. Esta observacidon es similar a lo reportado para el
modelo murino knock-down de LRPPRC donde la expresion de los genes mitocondriales
involucrados en la fosforilacidon oxidativa se encuentra abatida®®. Sin embargo, nuestros
resultados corresponden a un solo portador homocigoto y es notoria la dispersién de los
datos, representada en la desviacién estandar en la Figura 8.6D. El Unico valor-p que
resulta limitrofe a ser significativo es el encontrado para el gen COX1 con las medias de
los valores 222t de portadores y no portadores y de manera interesante, mutaciones en
este gen son las causantes del sindrome de Leigh (mutaciones en LRPPRC son las
causantes de la variante franco-canadiense), por lo que afectaciones en la expresion de
este gen o en cualquiera de los codificantes para la cadena respiratoria, resulta en
patologia. Pudiera evaluarse de manera funcional la eficiencia de la cadena respiratoria asi
como la oxidacidn de acidos grasos en pacientes portadores en tejido hepatico para
determinar afectaciones debido a la presencia de las variantes de riesgo.

Es digno de mencion el ambiente adverso que existiria en el tejido hepatico de los
pacientes con obesidad moérbida donadores de la biopsia de higado. La obesidad es un
estado cronico definido como exceso de grasa corporal perjudicial para la salud en la cual
hay alteracién en el metabolismo debido al exceso de nutrientes en el organismo. En este
ambiente de exceso de nutrientes, la grasa depositada intracelularmente y secreciones
producidas por la lipotoxicidad en tejido adiposo inducen a la resistencia a la insulina®?. El
exceso de depédsito en el tejido adiposo visceral comiUnmente es acompafado por
acumulacién de lipidos en tejidos que normalmente no acumulan grasa como el higado, el
corazoén, rinones y pancreas y musculo esquelético®®. La obesidad abdominal acentua la
condicién de alta afluencia de acidos grasos libres, citoquinas y hormonas hacia el higado
creando una distorsion en el metabolismo hepatico aumentando la produccidon de VLDL y
apoB®!, ademas de crear lesiones de esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica (forma
mas severa del higado graso no alcohdlico, caracterizada por necroinflamacion hepatica,
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degeneracion balonizante de los hepatocitos y fibrosis; pudiendo evolucionar a cirrosis
hepatica®¥). En la obesidad y exceso de nutrientes, la actividad de la fosforilacidon
oxidativa estd disminuida resultando en oxidacién incompleta de acidos grasos en los
hepatocitos y en su acumulacién que causa rompimiento de la membrana hepatocelular
activando vias de inflamacion®?°>,

En un modelo murino se comprobd un aumento en la degradacién de subunidades de la
fosforilacién oxidativa en el higado que presentaba HGNA®®, asi como en el caso contrario,
una mayor expresién de genes mitocondriales, induce una oxidacién completa y una
proteccion contra la HGNA®2, Nakamuta y colaboradores observaron que en pacientes
obesos con HGNA los procesos de oxidacion de acidos grasos y eliminacion de especies
reactivas del oxigeno eran insuficientes lo que resultd en un mayor dafio hepatico,
esteatosis y resistencia a la insulina®’.

La eleccion del tejido hepatico es crucial para nuestro proyecto por su rol en el
metabolismo de lipidos, pero al ser un tejido de dificil acceso, se realizaron estos
experimentos preliminares con biopsias obtenidas de pacientes a los que se les realizaron
una intervencién quirdrgica que ameritaba la toma de muestra. Proponemos por lo tanto,
aumentar el numero de muestras y utilizar muestras de facil acceso como sangre
periférica de sujetos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo, para poder
confirmar lo observado en el portador homocigoto de la Figura 8.6D. Otro tejido de
relativo facil acceso es el tejido adiposo subcutaneo, de particular interés por su
participacion en la acumulacion de lipidos; con una particular atencién de que los
miembros participantes portadores y no portadores de las variantes de riesgo no
presenten antecedentes de obesidad, ya que adipocitos provenientes de individuos obesos
han mostrado una formacién inadecuada de proteinas de la cadena respiratoria y
alteraciones en la funcion de la mitocondria®®.

La HTG no es una enfermedad que sea exclusiva de pacientes obesos, por lo que es
factible captar portadores sin estos antecedentes y tratar de reducir variables que puedan
afectar la expresion de genes para que la variable a evaluar sea la expresién de LRPPRC y
su afectacién a genes mitocondriales y la evaluacion de afectaciones con la presencia de
las variantes de riesgo.

Busqueda de interacciones a larga distancia y co-localizacion con estados de la
cromatina

Un ultimo enfoque que se tomo para dilucidar una posible regulacién génica para nuestro
gen de interés, fue la busqueda bioinformatica de regulacién epigenética. La regulacién
epigenética a larga distancia mediada por las estructuras TAD resulta esencial para
establecer una regulacién genética apropiada. Los TAD contribuyen a mantener dentro de
los limites de su estructura interacciones regulatorias como reclutamiento de factores de
transcripcién, marcas en la cromatina y acercamiento espacial entre promotores y
enhancers®®; genes que se encuentran dentro del mismo TAD responden de manera
similar a estimulos transcripcionales especificos®®. La regulacion dentro de cada TAD
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también es especifica, ya que no hay interaccién con otros TADs vecinos, asi como
especifica para patrones de TAD ya que son particulares para cada tejido.

En este trabajo presentamos una acumulacién de informacidn bioinformatica que nos
pudiera ilustrar como seria la organizacién para el locus de LRPPRC en un contexto
hepatico. Se observaron distintos genes y elementos de regulacién presentes en el locus
conteniendo a LRPPRC. Las funciones de estos genes son muy variadas, por ejemplo
PLEKHHZ2 codifica para una proteina con alta expresién en podocitos en el glomérulo del
rifdn y estd implicada en estructuras de adhesién que unen a los podocitos con la
membrana basal glomerulari®, DYNC2LI1 estd implicado en ciliogénesis y es un
componente del complejo del motor de microtubulo dineina 2%, PPM1B es un miembro
de la familia de fosfatasas 2C y juega un rol en la regulacion negativa de p53 y NF-kB
posiblemente atenuando la expresién génica para la senescencia celulari®?, SLC3A1
codifica para un glicoproteina de membrana tipo II que es uno de los componentes de
transporte de aminoacidos en el tubulo renal y tracto intestinall®®, PREPL una
oligopeptidasa de serina involucrada en el llenado de acetilcolina en las vesiculas
sindpticasi®, CAMKMT codifica a una proteina metiltransferasa clase I involucrada en la
formacién de la trimetil-lisina en la calmodulinat®> y SIX3 es un factor de transcripcién
esencial para el desarrollo del sistema visual en vertebrados'®,

De estos genes presentes en el locus de LRPPRC, llama la atencién los genes ABCG5 y
ABCGS8, los cuales estan implicados en el metabolismo de lipidos al ser transportadores
tipo ABC (ATP binding cassette). Estos genes codifican para dos diferentes proteinas,
ABCG5 codifica para Esterolina-1 y ABCGS8 para Esterolina-2, las cuales forman un
heterodimero funcional. El heterodimero ABCG5/8 promueve la eliminacién de C y
esteroles de plantas en el higado y en el intestino!®’. En el acercamiento de la Figura 9.8.1
se muestran 4 regiones de interaccidn con una co-localizacidn de sefiales en todas las
marcas de la cromatina seleccionadas y esto resultaria muy significativo ya que el
acercamiento de forma tridimensional en la cromatina podria estar regulando la expresion
de distintos genes. Una de las tres regiones identificadas como super-enhancer con
interaccion a la regién promotora de LRPPRC es la que se encuentra en el locus de la
regiéon promotora de ABCGS8. Esta interaccion podria implicar una posible regulacién
conjunta entre estos genes (LRPPRC-ABCG5-ABCGS8) y tener un impacto con el
metabolismo de lipidos.

La siguiente region interesante es la encontrada dentro de LRPPRC en el intrén 23 (Figura
9.81) La prediccidon de las interacciones abarca una regién de 20 kb (chr2:44158145-
44178144, hg19), desde el intréon 14 hasta el intron 23, la cual contendria a dos de las
tres variantes inicialmente asociadas a HTG (rs58811869/V15 en el intron 15 vy
rs72877186 en el intron 17) y 2 de las variantes identificadas en la secuenciacién de los
exones de LRPPRC (rs7594526/V20 en el intron 20 y rs28394191/V22 en el intrén 22;
Tabla 8.1). La region de co-localizacidon de las interacciones y el pico de sefial en las
marcas de super-enhancer es mas pequefa y abarca aproximadamente 5 kb (4720 pb;
chr2:44167190-44171910, hg19), por lo que la secuenciacion realizada en esta regidn
tuvo como objeto identificar alguna otra variante que pudiera ser funcional al
interaccionar con la regidon promotora de LRPPRC y asi afectar su expresion. También es
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importante mencionar que en esta regidon de 5 kb se encuentra la sefal mas alta para
unién de DNAsa, lo que se refleja en una mayor accesibilidad en la cromatina y en una
posible union de factores de transcripcion. Las dos variantes identificadas (rs4263155/VI1
y rs4600713/VI2 en el intréon 23; Tabla 8.5) podrian estar implicadas en la regulacién de
genes de la region de interaccién. En el portal HaploReg v4.1 se reporta que la variante
VI1 se encuentra en LD con la VI2 (r’= 1) y con las 3 variantes de riesgo (r’= 0.99 con
rs72877186; r’= 0.87 con rs58811869; r?= 0.95 con rs7593842); ademas de que VI1 y
VI2 fueron compartidas por los 4 portadores (Tabla 8.5) y no fueron identificadas en no
portadores (Tabla 8.6).

Aunque es notorio la cantidad de interacciones del promotor de LRPPRC, el mapeo con las
marcas en la cromatina es lo que hace que las interacciones tengan un potencial
regulatorio, no sdlo interacciones debido a la estructura de la cromatina. Este cimulo de
informacidon muestra una region de alta expresién y un potencial regulatorio de genes a
distancia de la regién promotora de LRPPRC con la regién intergénica rio abajo de
LRPPRC, la regidon ABCG5/ABCGS8 vy la que se encuentra dentro del mismo gen.

Es necesario aun entender la posible implicacién de los genes ABCG5/8, asi como la
region localizada en la regidn intergénica de interaccidn rio abajo de LRPPRC. Se pudiera
evaluar la expresién de ABCG5/8 mediante RT-PCR en portadores y no portadores por
posibles alteraciones y una posible expresiéon conjunta con LRPPRC considerando su
interaccion con su promotor. Para la regidon intergénica se pudieran evaluar posibles
cambios epigenéticos como marcas en la cromatina y unidon de factores de transcripcion
gue pudieran estar en la region, asi como posibles cambios por la presencia de las
variantes de riesgo o el ambiente adverso en la condicién de EHNA.

También seria importante comprobar experimentalmente estas interacciones asi como
evaluarlas en el contexto hepatico sano y de EHNA de sujetos portadores y no portadores
del haplotipo de riesgo, mediante un ensayo 3C (chromosome conformation capture,
captura de la conformacién cromosomal) en el cual se evalua la frecuencia de contacto
entre segmentos distantes de DNA de poblaciones celulares mediante fijacién de regiones
de contacto de DNA, digestidn y ligacion intramolecular, seguido de una amplificacién de
PCR punto final selectiva de la ligacion y subsecuente gel de electroforesis?®,

Analisis bioinformatico de implicaciones a factores de trascripcion por las
variantes identificadas en la region del intron 23 de LRPPRC y dos variantes del
haplotipo de riesgo.

Otra implicacién funcional de variantes en el genoma es su afectacion en la regulacion
epigenética, ya que en algunos casos alelo-especificos, la presencia de variantes cambia
la secuencia de los elementos respuesta haciendo que no empaten con la secuencia
consenso del factor de transcripcion, provocando que la afinidad de unidon del factor de
transcripcién aumente o disminuya por el locus, asi como también eliminar la unidén o
generar una nueva; ocasionando que la regidon ya no sea regulada por el factor de
transcripcidn determinado y se provoque una expresion génica alternativa, fenotipo y/o
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susceptibilidad a exposicion ambiental diferente a la original!®®. Estos factores de
transcripcién son proteinas o complejo de proteinas que reconocen pequefias secuencias
especificas de DNA (motivo de unién) a la cual acceden y se unen para actuar en el
genoma. Dependiendo del factor de transcripcién, su uniéon puede regular su gen blanco a
la alza o a la baja. Pueden reclutar enzimas que catalizan la acetilacidon o desacetilacion de
histonas, a proteinas co-activadoras o co-represoras, funcionar como insulators o ayudar
en la funcién de enhancer.

Al ser un elemento de expresidon génica, los diferentes factores de transcripcion pueden
ser tejido especifico o tener funcidn en momentos especificos del desarrollo. De los
factores identificados en nuestros analisis (Figuras 8.9 y 8.10) sera importante determinar
cudles serian relevantes en nuestro estudio por su funcién y el tejido donde se exprese,
asi como los /oci en donde cambien el motivo respuesta y pudieran tener afectacion en la
union; basandose mas en lo que ocurre in-situ, asi como la influencia por el ambiente
adverso de HTG y no tanto en las secuencias consenso, ya que estas estan determinadas
por la mayor probabilidad de unién a una base.

En nuestro estudio, iniciamos analizando mediante herramientas bioinformaticas si las
variantes rs4263155 (VI1) y rs4600713 (VI2) identificadas en la regidon del intron 23
reportadas en la Tabla 8.5 podrian representar variantes funcionales. Iniciamos por
explorar posibles implicaciones en el proceso de empalme del RNA, similar al analisis que
llevamos a cabo para las variantes intrénicas inicialmente identificadas en el gen LRPPRC
(Tabla 8.2). En la Figura 8.8 reportamos la identificacion de una region de alta
accesibilidad en la cromatina por la marca de DNAsa, en esta regién se encuentran
variantes genéticas como parte de potenciales sitios de unidn para distintos factores de
transcripcion.

Para el alineamiento de los motivos respuesta (Figura 8.9), se utilizaron datos de
prediccién basados en ChIP-seq para motivos de unidon de factores de transcripcion y
datos de ChIP-seq para union de proteinas en diferentes tejidos. Estos resultados aportan
informacidon sobre factores de transcripcion que pudieran tener una influencia en la
expresion de los genes y una posible regulacion a la regidn que se unen o bien de genes a
distancia. De los 16 motivos respuesta identificados para las 2 variantes VI1 y VI2, el
Unico factor de transcripcidn que tiene datos experimentales de ChIP-seq directos
provenientes del proyecto ENCODE es el factor USF1. Los datos existentes sobre los sitios
de unidén a USF1 se obtuvieron inicialmente de la linea celular H1-hESC, una linea de
células troncales embrionarias humanas. Estas células son un modelo de ambiente celular
pluripotencial, diferente al ambiente de una célula diferenciada como es el hepatocito, de
interés particular en este trabajo. No obstante, los datos disponibles proveen evidencia
experimental de unién de este factor de transcripcién en la regién que incluye la variante
VI1. Sin embargo es importante demostrar experimentalmente esta interaccion de USF1 y
otros potenciales factores de transcripcidn a partir de tejido hepatico de individuos
portadores y no portadores del haplotipo de riesgo.

Entre otros factores que podrian ser de interés estda CTCF, porque este factor tiene una
implicacion en la organizacion y estructura de la cromatina ya que promueve
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interacciones a larga distancia al actuar como ancla entre las asas de la cromatina,
ademas de delimitar las fronteras de los TADs. Adicionalmente CTCF tiene implicaciones
en la regulacién transcripcional al tener una funcién como insulator (complejos de DNA-
proteina que actlan como inhibidores de la transcripcion al prevenir interacciones con
regiones adyacentes en el genoma, como un enhancer con un promotorti®), ademas de
gue su union es dependiente de la metilacion en el DNA3®, Ademas del alineamiento del
elemento respuesta de CTCF con el locus de la variante VI1 (Figura 8.9A), también se
confirma la presencia de este factor de transcripcidn en la co-localizacion de una seial
(baja intensidad) de unién en el locus de la interaccion intergénica dentro de LRPPRC
(Figura 8.8I), por lo que si la variante VI1 afecta el elemento respuesta para la union de
CTCF podria existir una implicacion en la arquitectura de la cromatina y posiblemente
afectar la expresion de genes aledanos, ya sea LRPPRC o ABCG5/8. Se ha demostrado
gue si existe alguna delecién en los limites de TADs o sub-TADs, crea nuevos dominios en
la cromatina que podria causar nuevas interacciones entre genes y enhancers o activar
zonas que fueron silenciadas, lo que podria llevar a expresion alterada de genes?!!.

Otro factor de transcripcién que tiene conexiéon con metabolismo de lipidos es GCNF,
también conocido como NR6A1 y que esta codificado por el gen NR6A1. Un estudio
demostré que NR6A1 regula el metabolismo de lipidos el ser un represor determinante en
la lipogénesis y en la expresién del receptor de insulina en células HepG2!!2, En el modelo
knock-down de NR6A1 se observa un incremento del contenido de lipidos en las células
asi como aumento en la expresion de los genes lipogénicos DGAT2 (diglyceride
acyltransferase-2; Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa-2), FASN (fatty acid synthase;
sintasa de acido graso), MCAD (medium-chain acylcoenzyme A dehydrogenase; acil-
coenzima A deshidrogenasa de cadena media), ME1 (malic enzyme 1; enzima malica
dependiente de NADP 1) y MTTP (microsomal triglyceride transfer protein; Proteina de
transferencia de TG microsémica). En este modelo knock-down de NR6A1 también se
observd aumento en la expresidon del gen PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase,
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa) que codifica para una enzima de la gluconeogénesis en
el higado, asi como aumento de 18 veces del miRNA miR-205, el cual regula de manera
indirecta la expresion del receptor de insulinal!2. Por lo que pudiera existir una regulacién
reciproca entre el factor nuclear NR6A1, el receptor de insulina en la membrana y miRN-
205 para el control del metabolismo de lipidos en la linea celular HepG2. El enfoque del
estudio era evaluar las implicaciones de anormalidades en el metabolismo de lipidos y su
participacion en cancer, pero estas implicaciones podrian extrapolarse a nuestro modelo
de estudio, ya que GCNF podria estar influyendo la funcidn de miRNAs observados en la
region (MIR548AD y Mir_548; Figura 8.7) o bien, al tener interaccion con la region
promotora de LRPPRC, modificar su expresion. El cambio por la presencia de VI1
pareceria que no tendria influencia, ya que la secuencia consenso del motivo respuesta no
tenia union en esta base. Aunque podria existir la posibilidad de unién en este locus, asi
como la posibilidad que la variante afecte la misma, ya que la variante se encuentra a la
mitad del elemento respuesta de GCNF/NR6A1.

Por su parte, para el factor NFE2L1 existe informacidn en la literatura donde parece jugar
un papel distintos procesos metabdlicos. La pérdida de expresion hepatica de Nrfl (otra
manera para referirse a NFE2L1) se asocia con la acumulacién de lipidos y cisteina, dafo

83



hepatocelular y alteracion en la composicion de acidos grasos'!3. El perfil del
transcriptoma en el modelo murino knock-down al gen Nrfl muestra una disminucién en
la expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos y reguladores
transcripcionales. En otro trabajo, mediante estudios con un gen reportero y luciferasa, se
identificaron a Lipinl1 y Pgc-18 como genes blanco de Nrfl sugiriendo que el papel en el
metabolismo de lipidos es mediante el control de la expresion de reguladores
transcripcionales para la expresidn de genes codificantes de enzimas metabdlicas!4. En
este mismo modelo se identific6 que la cadena respiratoria mitocondrial se encuentra
desacoplada como consecuencia de la deficiencia de Nrfl. Este factor es expresado de
manera ubicua en distintos tejidos y lineas celulares, ademas se han descrito distintas
isoformas y su expresidn es inducida por senales de estrés y un amplio intervalo de
estimulos!!®>. La variante identificada VI2 podria afectar la unidon de este factor de
transcripcion.

La literatura describe que uno de los factores presentes en el alineamiento (Figura 8.9),
USF1, se ha relacionado con el riesgo al desarrollo de dislipidemias en diferentes grupos
étnicos. Inicialmente se asocid a la regién cromosémica 1g21-gq23 en las poblaciones
finlandesa, alemana, china y mexicana con Hiperlipidemia Familiar Combinada
(HFC)116:117.118 ' posteriormente la regiéon de asociacidon se delimité al gen USF11%°, USF1
codifica para una proteina de 43-kDa involucrada en metabolismo de glucosa y lipidos!?°.
De los genes regulados por el heterodimero formado por USF1 y USF2 se encuentran
apoAV, apoC-III, ApoA-II, ApoE, la lipasa sensible a hormonas, sintasa de acidos grasos,
acetilCoA carboxilasa, renina, angiotensindgeno, glucocinasa, receptor de glucagon,
insulina, grelina, la desaturasa de acidos grasos tipo 3 y la piruvato cinasa hepatical?!.
También se asocié a USF1 con la expresion del gen FADS3, el cual tiene asociacién a nivel
de genoma completo con niveles de TG!?? y también se asociaron variantes en este gen
con niveles de TG en familias mexicanas con HFC!23, La HFC también tiene afectaciones
en los niveles de TG, ademas de tener un componente familiar pero se diferencia de la
HTGSF por los niveles séricos elevados de ApoB y niveles anormales de C total sérico.

De los elementos respuesta identificados en el alineamiento, el factor FOXA es el Unico
que se le ha relacionado con el tejido hepatico. Este factor es esencial en el desarrollo del
higado durante el desarrollo embrionario ya que se ha propuesto que los factores FOXA
compiten para abrir la cromatina compactada que contiene genes tejido hepatico-
especifico y se demostré que los factores Foxal y Foxa2 son necesarios para la
especificacion hepdtica en el ratdén!?4. Aunque también se demostré que tiene
implicaciones en la vida adulta, ya que se identific6 que las proteinas HNF3 (como
también se les conoce a las proteinas FOXA) tienen un papel central en coordinar el
control hormonal y metabdlico de la expresidon de genes regulados por insulina, glucagon
o glucocorticoides; ademas de provocar la activacion transcripcional de genes que
responden a glucocorticoides!?®>. Se han identificado mediante varias técnicas como EMSA,
ChIP, co-transfecciones y modelos knock-down distintos genes que codifican para enzimas
hepaticas y proteinas séricas que pudieran tener un papel en la respuesta hepatica al
ayuno, con sitios de union para Foxa y Foxo'?6. Entre estos genes el que esta relacionado
con metabolismo de lipidos esta LPL (Lipoproteina lipasa)!?’. De la misma manera que los
factores anteriores, si la variante VI2 afecta la union del factor, podria afectar su funcién.
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Es importante sefalar que la variante VI2 se encuentra en el 3er nucledtido del elemento
respuesta para FOXA y aunque tiene libertad de union de diferentes bases, el cambio no
es una base purica por lo que podria afectar la unién y de manera indirecta la expresion
de los genes LPL, LRPPRC y/o ABCG5/8.

Al obtener esta informacion en la busqueda bioinformatica, se complementd para las dos
variantes pertenecientes del haplotipo de riesgo que fueron exclusiva de portadores; V9 y
V15. La variante V15 se encuentra dentro de la regidon que se identificé que interactia con
el promotor de LRPPRC, por lo que podria existir un reclutamiento de factores a su locus
de la misma manera que VI1 y VI2. Algo muy notorio, es la gran acumulaciéon de datos
presente en el /ocus de la variante V15 (Figura 8.10.B). Algunos factores no cuentan con
secuencia consenso, pero se reporta en el portal Cistrome que hay unién de multiples
proteinas en el locus (se definid la region de £20 pb a la variante).

De todos los factores identificados en el alineamiento esquematizado en la Figura 8.10,
CTCF es el Unico que tiene datos provenientes de los portales Haploreg y ENCODE de
unién de proteina ChIP-seq y union en diferentes lineas celulares y tejidos. Para la
variante V9, los factores identificados RUNX1, NCX (también conocido como TLX2!%8) vy
SOX estan asociados al desarrollo embrionario y diferenciacion de diferentes tejidos; en
los 3 factores, la base WT de la V9 en el elemento respuesta es conservado y podria
afectar la unién por la presencia de la variante. Podria evaluarse la presencia del factor
SOX9, ya que este miembro de la familia SOX tiene influencia en células madre y
progenitoras en higado, intestino y pancreas adulto para producir hepatocitos, enterocitos
y células acinares en situaciones de homeostasis o lesidn. Podria existir alguna regulacion
en el locus en un contexto hepatico; asi como esa regulacion alterada por la presencia de
la variante.

El factor KLF9 tiene una implicacion en el metabolismo, ya que es un factor inducible por
glucocorticoides que incrementa la transcripcién del receptor PGCla, resultando en
gluconeogénesis'?®>. KLFs regulan el uso y almacenamiento d&rgano-especifico de
nutrientes al influir en la homeostasis metabdlica y hacer un ajuste fino de transito de
nutrientes entre érganos en respuesta a cambios en el estado energético'*’. La pérdida de
expresidn hepatica de KLF9 contribuye a la enfermedad de higado graso no alcohdlico
(NAFLD) por la represion de genes de oxidacidn de acidos grasos; se necesita un mayor
estudio, pero pudiera parecerse al fenotipo identificado en el modelo murino deficiente de
LRPPRC. La variante no se encuentra dentro del elemento respuesta a KLF9, pero se
necesitaria evaluar experimentalmente si la presencia de V9 influye en la unién y
expresion en esta region, asi como evaluar si su funcidn en esta regidn afecta el
metabolismo de lipidos.

Asi como en el alineamiento de VI2, en esta regiéon también esta presente un factor FOX
(Figura 8.9.B), que ya se discutid6 que es necesario para el desarrollo embrionario
hepatico y que se expresen genes tejido hepatico especificos. FOXA2 también es
necesario para el desarrollo pancreatico, asi como para regular la expresion de multiples
factores de transcripcién controlando el destino celular enddcrino en el pancreas asi como
de la secrecion de insulina®3!. Otro factor que también se identificé en la regién de la VI1,
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CTCF también estad presente en este /locus. En esta regién se podria complementar la
funcidn de arquitectura en la cromatina por la presencia de los factores RAD21, SMAD1,
SMC1A, SMC3 y STAG1. Estos ultimos factores son subunidades del complejo de la
cohesina, encargada de multiples funciones dentro de la organizacion de la cromatina y
expresion en el genoma, ademas de reparacién en DNA dafiado y division celular en la
mitosis y meiosis!3?. Esta co-localizacion de elementos refuerza la idea de que esta region
es imperativa para el mantenimiento de la estructura de la cromatina y pudiera coadyuvar
en el acercamiento espacial que se necesita para la interaccion que se identificod en la
seccién 8. Busqueda bioinformatica de interacciones a larga distancia y co-localizaciéon con
estados de la cromatina (Figura 8.8.I). Si esta variante o la VI1 o la combinacion de las
dos (Haploreg reporta estas dos variantes en LD con una r2= 0.87) cambia la afinidad por
el sitio de unién para CTCF o alguna proteina estructural del complejo de la cohesina,
podria existir una alteracién en la estructura de la cromatina, asi como una posible
alteracion en la interaccidn identificada y posiblemente una alteracion en la expresion de
LRPPRC. También se ha demostrado diferencia alelo-especifica para la uniéon de CTCF por
la presencia de esta variante V15 perteneciente al haplotipo de riesgo mediante un
ensayo de retardo electroforético (EMSA)3’. (Figura suplementaria 1.3)

Los demas factores identificados en los dos alineamientos (Figura 8.9 y Figura 8.10)
tienen diversas funciones dentro de la célula. Hay factores involucrados en inmunologia
(STAT!33, [IRF'34, PAX5!35, NF-kB'3, RFX5!37), transcripcion (TFIIA!38, POLR2A!3°,
FAIRE!%?), estado indiferenciado (NANOG!, NKX2!%2, POUS5F1'%%), desarrollo vy
diferenciacion de diferentes tejidos (MAFG!%, NF-E2!%>, GATA!®, factores ARID%/,
CTCFL'*®, RCOR1%), ciclo y divisién celular (MYC'*?, factores ARID, E2F'>!, EZH2!>?), asi
como desarrollo de cancer (SS18!°3,Cl1orf30%>4, MYC, EF2, EZH2, NANOG); todas
funciones importantes, pero tendria que evaluarse experimentalmente su unién en el
contexto hepatico adulto, asi como alguna posible afectacion debido a la presencia o
ausencia del haplotipo de riesgo y finalmente, expresién de LRPPRC o genes aledafios.

De los dos alineamientos mostrados en las Figuras 8.9 y 8.10, los motivos respuesta a
factores de transcripcion relevantes para nuestro estudio muestran factores que son
potencialmente excluyentes mutuamente. Por ejemplo, si se une GCNF, no podria haber
union de ningun otro factor de transcripcion. Sin embargo, CTCF tiene posibilidad unirse
con USF1. Para VI2 el factor FOXA, en principio no tendria competencia de unién con otro
factor de transcripcidén. En el caso de V15 (Figura 8.10) hay una gran acumulacion de
factores que pudieran ser excluyentes entre si, aunque las proteinas pertenecientes a la
cohesina son necesarios para la formaciéon del complejo, por lo que es esencial esta
aglomeracion de factores para que la cohesina cumpla su funcién de arquitectura en la
cromatina junto con CTCF. Aun asi, la distribucién y superficie de contacto entre los
factores de transcripcion en el locus es importante para definir si la unidén es continua o
discontinua. En la unién continua, todos los sitios de unién estan siendo ocupados por el
factor de transcripcién y en la discontinua, no todos los sitios son ocupados.

Los portales utilizados son de predicciones de unidn, siendo USF1 y CTCF los Unicos
factores de transcripcion para el cual existe informacidn de ChIP-seq derivado del
proyecto ENCODE. De estos datos concluimos que los sitios de unidon se encuentran
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dentro de los elementos respuesta que comprenden a VI1 y V15, ubicandose en el centro
de la secuencia de potencial union. Quedaria como perspectiva el identificar los factores
de transcripcion que se unen al locus en un contexto hepatico, asi como posibles
diferencias en la unidén como resultado de la presencia de las variantes.

Algo notorio es nuestra falta de un modelo celular éptimo, ya que por el momento se
carecen de hepatocitos o su cultivo primario provenientes de individuos sanos o de
pacientes portadores con HTGSF. En este estudio se utiliz6 material genético proveniente
de sangre periférica, biopsias hepaticas y la linea celular HepG2, pero no fue el suficiente
para intentar otras técnicas experimentales por lo que se podria proponer utilizar otros
tejidos de féacil acceso como tejido adiposo subcutdneo. También se podria generar un
modelo celular proveniente de fibroblastos de portadores y no portadores e
indiferenciarlos a células pluripotentes inducidas (iPS) para generar tipos celulares
hepaticos, musculares y pancreaticos; asi seria posible evaluar todo el contexto
gendmico, transcripcional, proteinico y metabdlico mas cercano a lo que sucede in vivo.
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10. CONCLUSIONES

El andlisis del locus de LRPPRC tanto por estrategias experimentales como bioinformaticas
sugiere que se trata de un /ocus regulatorio donde distintas variantes genéticas (parte del
haplotipo de riesgo para la HTGSF) podrian afectar la expresiéon de este gen, asi como
afectar potenciales regiones de interaccion a distancia con otros genes dentro del mismo
locus.

Descartamos que existan mutaciones en la regién codificante del gen y en las uniones
intrén-exon en los sujetos portadores del haplotipo de riesgo que afecten la estructura
primaria de la proteina de LRPPRC.

No identificamos alteraciones en los niveles de expresion del mMRNA de LRPPRC a partir de
muestras hepaticas de individuos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo.

Mediante distintos analisis bioinformaticos identificamos que la regidén que contiene la
variantes rs7593842 y rs58811869, originalmente asociadas a la HTGSF, podrian alterar
el proceso de empalme del RNA aun cuando se encuentran distantes a las uniones intrén-
exon. Ademas de potencialmente afectar la unién a diferentes factores de transcripcién.
Consistente con estas observaciones, identificamos una RNA mensajero mas corto que
carece de secuencias codificantes (exones 7, 8, 9 y 10) a partir de biopsias hepaticas de
sujetos portadores del haplotipo de riesgo.

Adicionalmente, de acuerdo al papel conocido de la proteina LRPPRC, evidenciamos
indicios de disminucion de la expresion de genes mitocondriales en un sujeto portador del
haplotipo de riesgo comparada con no portadores, a partir de muestras de biopsias
hepaticas; semejante a lo reportado en el modelo murino knock-down de LRPPRC. Sin
embargo, debido al reducido nimero de muestras analizadas no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas.

Por ultimo, respecto al potencial papel de este locus como una regién de regulacién
transcripcional compleja, identificamos 3 regiones de interés, una de ellas afectando
uniones a distancia con los genes ABCG5 y ABCG8. También distintos factores de
transcripcién en tejido hepatico podrian potencialmente afectar su unién por la presencia
de dos variantes identificadas en el intron 23, (rs4263155 y rs4600713) y dos de las
variantes del haplotipo de riesgo (rs7593842 y rs58811869).

88



11. ANEXO

Informacion suplementaria.

Nombre Pares Biotipo Proteina
de
bases

LRPPRC-201 6603 Codifica proteina 1394aa
LRPPRC-217 5259 Codifica proteina 1369aa
LRPPRC-239 5169 Codifica proteina 1430aa
LRPPRC-241 5079 Codifica proteina 1404aa
LRPPRC-240 5071 Codifica proteina 1395aa
LRPPRC-222 5052 Codifica proteina 1393aa
LRPPRC-254 4973 Codifica proteina 1366aa
LRPPRC-249 4951 Codifica proteina 1363aa
LRPPRC-229 4757 Codifica proteina 1391aa
LRPPRC-248 4698 Codifica proteina 1285aa
LRPPRC-231 4513 Codifica proteina 1379aa
LRPPRC-220 4325 Codifica proteina 1400aa
LRPPRC-256 3514 Codifica proteina 913aa
LRPPRC-205 2789 Codifica proteina 837aa
LRPPRC-202 2663 Codifica proteina 841aa
LRPPRC-213 2541 Codifica proteina 795aa
LRPPRC-203 1875 Codifica proteina 531aa
LRPPRC-223 5264 Degradado por mutaciones terminadoras 1356aa
LRPPRC-259 5148 Degradado por mutaciones terminadoras 60aa
LRPPRC-268 5142 Degradado por mutaciones terminadoras 50aa
LRPPRC-257 5019 Degradado por mutaciones terminadoras 1277aa
LRPPRC-252 4981 Degradado por mutaciones terminadoras 50aa
LRPPRC-244 4543 Degradado por mutaciones terminadoras 50aa
LRPPRC-267 4440 Degradado por mutaciones terminadoras 430aa
LRPPRC-216 4365 Degradado por mutaciones terminadoras 50aa
LRPPRC-262 4125 Degradado por mutaciones terminadoras 54aa
LRPPRC-258 3965 Degradado por mutaciones terminadoras 739aa
LRPPRC-225 3765 Degradado por mutaciones terminadoras 776aa
LRPPRC-226 3328 Degradado por mutaciones terminadoras 266aa
LRPPRC-255 2182 Degradado por mutaciones terminadoras 422aa
LRPPRC-234 2028 Degradado por mutaciones terminadoras 281aa
LRPPRC-204 1282 Degradado por mutaciones terminadoras 167aa
LRPPRC-228 1188 Degradado por mutaciones terminadoras 33aa
LRPPRC-247 753 Degradado por mutaciones terminadoras 141aa
LRPPRC-263 524 Degradado por mutaciones terminadoras 115aa
LRPPRC-215 519 Degradado por mutaciones terminadoras 107aa
LRPPRC-242 369 Degradado por mutaciones terminadoras 55aa
LRPPRC-210 1920 Transcrito procesado Sin proteina
LRPPRC-251 1802 Transcrito procesado Sin proteina
LRPPRC-209 528 Transcrito procesado Sin proteina
LRPPRC-266 10249 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-271 7255 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-253 6739 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-264 6182 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-246 5624 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-243 5290 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-250 5175 Intron retenido Sin proteina
LRPPRC-235 5084 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-224 4780 Intrdén retenido Sin proteina
LRPPRC-232 4510 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-261 4216 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-211 4189 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-219 3735 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-206 3549 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-245 3548 Intron retenido Sin proteina
LRPPRC-218 3437 Intrén retenido Sin proteina
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LRPPRC-230 2901 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-238 2846 Intron retenido Sin proteina
LRPPRC-236 2647 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-212 2578 Intron retenido Sin proteina
LRPPRC-214 2472 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-233 2418 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-237 2182 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-260 2040 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-208 1376 Intron retenido Sin proteina
LRPPRC-265 1056 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-269 880 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-221 680 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-207 613 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-270 404 Intrén retenido Sin proteina
LRPPRC-227 281 Intron retenido Sin proteina

Tabla suplementaria 1.1. Transcritos del gen LRPPRC. Modificado de Yates et al, 2016. Ensambl

A
Secuenciacién 126 GAAGCTGTTGGCTATTTTCTTTATAACTTGATTGACAGCATGAGTGACTCAGAGGTACAG 185
FEEEREETEEr et et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e el
Referencia 43948519 GAAGCTGTTGGCTATTTTCTTTATAACTTGATTGACAGCATGAGTGACTCAGAGGTACAG 43948460
Secuenciacién 186 GCCAAGGAGGAGCATTTGAGACAATACTTCCATCAGCTGGAGAAGATGGTACCATTTCGT 245
FEEEREETEEr et e et e e e et e e e et e e e e r e e e e e e e e el
Referencia 43948459 GCCAAGGAGGAGCATTTGAGACAATACTTCCATCAGCTGGAGAAGATGGTACCATTTCGT 43948400
B
Secuenciacién 66 ATAAACCTGGGTTTATTTTCGATCCTTTGCTGCCCTCTGCAGGTCTATGAATATAAATCT 125
FEEEREETEEr et e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e el
Referencia 43950642 ATAAACCTGGGTTTATTTTCGATCCTTTGCTGCCCTCTGCAGGTCTATGAATATAAATCT 43950583
HETEROCIGOTO PARA G
GTCCCT[C/G] TAATATT rs58811869
Secuenciacién 126 TTGGAGCGAGGTAAGTCCCTCTAATATTGCAAATCATAAGGTGCTTTTAACGTTACAAGC 185
PECEERETEEE e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e el
Referencia 43950582 TTGGAGCGAGGTAAGTCCCTCTAATATTGCAAATCATAAGGTGCTTTTAACGTTACAAGC 43950523

* %%k
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HOMOCTIGOTO PARA G
acerT(T/BiTTTCC 1S72877186
Secuenciacién 66 GGTTGTCTAAAACTCAGGTTITTTCCCCCCTCCCTTCCCTTCTCACAGAATGTAAARATT 125

FEErrrrrrrrrrrrererr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Referencia 43948247 GGTTGTCTAAAACTCAGGTTTTTTCCCCCCTCCCTTCCCTTCTCACAGAATGTAAAAATT 43948188

Secuenciacién 126 CCTGAAAATATCTACAGAGGCATTCGTAATCTCCTGGAAAGCTACCATGTTCCTGAATTG 185

Frerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Referencia 43948187 CCTGAAAATATCTACAGAGGCATTCGTAATCTCCTGGAAAGCTACCATGTTCCTGAATTG 43948128

Secuenciacién 186 ATTAAGGTGTGTGTGAAATAGCAATCAACTGGATAAAATGCTTAACTTACATATAACAGC 245

Referencia 43948127 ATTAAGGTGTGTGTGAAATAGCAATCAACTGGATAAAATGCTTAACTTACATATAACAGC 43948068

Figura suplementaria 1.1. Ejemplos del analisis de electroferogramas. (A) Ejemplo de BLASTn
sin ningln cambio (ex6n 17 del portador 1), (B) Ejemplo de BLASTn con cambio heterocigoto
(exo6n 15 del portador 4; se remarca en verde la variante), (C) Ejemplo de BLASTn con cambio
homocigoto (exén 18 del portador 2; se remarca en rojo la variante). Se remarca en amarillo las
secuencias exonicas.
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Figura suplementaria 1.2. Representacion esquematica de LRPPRC canodnica y la propuesta
de LRPPRC mas corta. A) LRPPRC completa (1394 aa), B) isoforma de LRPPRC trunca debido al
skipping del exén 9, que causa un cambio en el marco de lectura y un paro prematuro (345 aa).

Modificado de Gaweda-Walerych, 2016.

G (WT) A
Probe + ++ +++ + ++ +++
NE HepG2 + + + + + +

10 138 26 1.0 1.7 2.2

Figura suplementaria 1.3. Ensayo EMSA donde se muestra una disminucion de la unién
alelo-especifica de CTCF en el Jocus de rs58811869 (Intréon 15). Probe: sonda marcada
radioactivamente, NE: extracto nuclear de HepG2. Modificado de Chavez, 2018.
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Figura suplementaria 1.4. Bisqueda de isoformas de LRPPRC en muestras de lineas
celulares. En los paneles superiores (A), (B), (C) y (D) se muestra una representacion
esquematica de la zona donde se encuentra la variante de interés (flechas verticales) y la zona del
cDNA de LRPPRC donde se estarian uniendo los oligonucleétidos (flechas horizontales; los colores
son para representar los pares diferentes utilizados). Paneles inferiores (A), (B), (C) y (D) se
muestra el analisis de PCR de punto final de la retrotranscripcion del mRNA de LRPPRC. Gel de
agarosa al 3%. MPM: Marcador de peso molecular.
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Figura suplementaria 1.5. Busqueda de isoformas de LRPPRC en muestras de pacientes. En
los paneles superiores (A), (B) y (C) se muestra una representacion esquematica de la zona donde
se encuentra la variante y la zona del cDNA de LRPPRC donde se estarian uniendo los
oligonucleédtidos. Paneles inferiores (A), (B) y (C) se muestra el analisis de PCR de punto final de la
retrotranscripcion del mRNA de LRPPRC. MPM: Marcador de peso molecular, HM: Homocigoto, HT:
Heterocigoto, WT: Wild Type. Gel de agarosa al 3%.
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COMPARTIDO
FINAL DEL EXON DEL EXON 7 Y
EXON 6 5 10

GTATTCAGTGCCCTTGTGACAGGGCACGCCAGAGCTGGTGATATGGAGAAGCTAACAGACTA
CTGTAAGAAGTTAAAGGAAGTCCAGATGCACTCCTTTCCTCTGCAG

EXON 10

4 |51 6| 10] 11} 12 |13

REGION IDENTIFICADA (110 PB)

Figura suplementaria 1.6. Representacion esquematica de la secuencia del amplificado
alternativo identificado con ausencia de secuencias exdnicas. A) Construcciéon de la
secuencia y B) esquema de la regidén en donde los oligonicledtidos hibridarian.

Alignment Scores =40 [JJ20-50 []50-80 [80-200 [==200

Distribution of the top 13 Blast Hits on 1 subject sequences

Quervl
1 250 500 750 1000 1250

Figura suplementaria 1.7. Imagen delimitada del resumen grafico del alineamiento en la
herramienta BLASTp. Representacion grafica del alineamiento de las secuencias de aminoacidos
de LRPPRC candnica y de la traduccidon hecha por en el portal EXPASy del posible transcrito de la
Figura 9.2C.
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Figura suplementaria 1.8. Comprobacion de la especificidad en los ensayos de qPCR. A)
Imagen representativa de las melting curve de los ensayos de expresion relativa de LRPPRC y
genes mitocondriales (gen ATP6 con las 3 repeticiones por las 5 concentraciones de cDNA
utilizada), B) imagen representativa de algunos de los amplificados de las reacciones de qPCR.
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Paciente TG Colesterol LDL HDL DMT2
(mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

1 229.80 162.16 76.25 41.51 Si
2 114 230 161 46 Si
3 122 258 181 53 Si
4 124 238 163 50 No
5 79.65 181.47 111.97 50.19 No
6 132.74 216.22 142.86 46.33 No
7 123.89 227.80 158.30 42.47 Si
8 132.74 173.75 104.25 42.47 No
9 141.59 154.44 84.94 42.47 No
10 123.89 212.36 139.00 46.33 No
11 132.74 173.75 104.25 42.47 Si
12 141.59 250.97 166.02 57.92 Si
13 134.89 241.94 127.02 87.70 No
14 141.59 193.05 108.11 57.92 Si
15 132.74 212.36 135.14 50.19 No
16 106.19 208.49 139.00 46.33 Si
17 141.59 166.02 81.08 57.92 No
18 115.04 193.05 119.69 50.19 Si
19 88.50 154.44 92.66 46.33 No
20 44.25 166.02 115.83 42.47 Si
21 70.80 239.38 146.72 81.08 No
22 141.59 146.72 77.22 42.47 Si
23 79.65 254.83 189.19 50.19 No

Tabla suplementaria 1.2. Informacion de concentracion de lipidos sanguineos asi como
diagnostico de diabetes de los pacientes de la secuenciacion de los exones de LRPPRC
(Tabla 7.1, secciones 8. Busqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC y 8.
BUsqueda de variantes en la region de interaccion dentro del intréon 23 de LRPPRC). DMT2:
Diabetes Mellitus tipo 2.

Paciente Peso TG Colesterol HDL LDL Apo B Estado DMT2
(kg) (mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) hepatico
1 116.6 236 184 27 110 131 EHNA Si
2 127.4 138 184 37 119.4 100.3 Si
3 105.1 217 166 23 100 113 Frontera EHNA Si
4 130.7 150 188 38 120 120.4 Frontera EHNA No
5 125.2 183 153 33 83 93.3 EHNA Si
6 135.5 163 200 40 127 143 Control Si
7 119.4 112 152 33 96.9 80.6 Frontera EHNA Si
8 122.9 115 178 39 116 104.5 Frontera EHNA No
9 130.1 133 155 38 90 81 Control No
10 116.25 133 93 30 36 60.7 Si
11 117.4 109 141 37 82 81.8 Frontera EHNA No
12 120.9 92 174 36 119.6 109.4 Si

Tabla suplementaria 1.3. Informacion de concentracion de lipidos sanguineos asi como
diagnoéstico de diabetes y EHNA de los pacientes de la toma de biopsia hepatica para los
ensayos de biasqueda de isoformas de LRPPRC, expresion de LRPPRC y dgenes
mitocondriales (Tabla 7.2, secciones 8. BlUsqueda de isoformas de LRPPRC y 8. Estudios de
niveles de expresion de genes en tejido hepatico y linea celular humana HepG2). DMT2: Diabetes
Mellitus tipo 2. EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica.
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M xy o ND1 xy o ND6 xy o CYTB xy o COX1 xy o ATP6 Xy o ATP8 xy o h18s
1 19.80198797 20.76224899 19.43494733 17.83757782 18.4223849 18.54907799 11.98028183
P +1.03729925 +0.13418368 +0.07983483 +0.17822751 +0.11210682 +0.38667079 +0.23097176
2 20.8090712 19.9858863 19.3558369 17.8238818 18.4335887 18.5003255 11.89303239
P +0.10709017 £0.03161649 +0.07160884 +0.21355573 +£0.10726935 +£0.06308543 £0.110157704
3 21.3471127 20.9403712 19.9051882 18.1616141 19.0302684 19.153396 11.54958121
P +0.03264536 +0.02216021 +0.03066778 +0.02139357 +0.05272405 +0.16398009 +0.08378904
4 20.5237306 20.0269642 19.0424633 17.0785007 18.7381872 18.5894642 11.5385555
WT +0.37546983 £0.0403872 £0.07392303 +0.05608473 +0.05331073 +£0.21396006 +0.34788643
5 20.285195 20.2058341 19.2390874 16.7094364 18.047849 18.1283951 11.4823469
WT +0.0390903 +0.08969729 +0.04720165 +0.09352769 +0.15398331 +0.04217553 £0.19195948
6 20.5915807 20.6530107 19.7044214 17.3819637 18.5901934 18.5724462 11.59625594
WT +£0.15537996 £0.09371975 +£0.12321837 +0.55844031 £0.13154707 +£0.16522713 £0.086212044
7 20.7370122 20.8878969 19.9146709 17.2069244 18.6441924 18.6502838 12.59360981
WT +0.06734488 £0.05629171 +0.20808397 +0.14660196 +0.1869186  +0.15058531 +0.125730187
8 20.1128 18.7947985 18.5934188 17.1070251 17.4515851 17.6811523 11.46308136
WT +0.10370427 £0.10582561 +0.12288648 +0.01781789 +£0.06476831 £0.0786446 £0.106972546
9 20.5997601 19.8841387 18.7953625 16.8824673 18.5507698 18.5651423 12.451088
WT +0.24709339 £0.03483949 +0.1391345 +0.23070745 +0.17240258 +0.11632977 +0.15466238
10 21.7563864 20.7667109 19.8998928 18.46897 19.2058239 19.2823334 12.32512728
WT +0.08548733 £0.18898377 +£0.10195767 +0.07627473 £0.11858092 +£0.09682783 £0.136815032
11 20.4173539 20.2282327 19.4288534 17.6046015 18.3098602 18.9078471 11.68710645
WT +0.13978263 £0.08360537 +0.0970552 +0.1737378 +0.1635746  £0.00654896 +0.117692655
12 20.7946256 20.3106772 19.0358423 16.6731952 18.8334141 18.6219514 12.0944796
WT +0.10656928 +0.0168503 +0.14284569 +0.58976837 +0.12793101 +0.12329235 +£0.1971311

Tabla suplementaria 1.4. Medias y desviaciones estandar de los valores de Ct del ensayo de
expresion génica qPCR tiempo real de genes mitocondriales en las 12 muestras de tejido

hepatico. M: Muestra; P: Portador; WT: Wild type (no portador).

Status Xy o ND1 xy o ND6 xy o CYTB xy o COX1 xy o ATP6 xy o ATP8
Portador 8.845092138 8.755203671 7.757692337 6.133392758 6.821115494 6.926634683
+0.98982 +0.64938183 +0.51782531 +£0.41614277 +0.57332306 +0.58677095

WT 8.731865989 8.280734804 7.380262446 5.320159312 6.571136051 6.640818349

+0.4065 +£0.5655299  +0.52288149 +0.63768154 +0.43777183 +0.43694315
Tabla suplementaria 1.5. Medias y desviaciones estandar de los valores de ACt del ensayo
de expresion génica qPCR tiempo real de genes mitocondriales en las medias de
muestras de portadores (N=3) y no portadores (N=9) de tejido hepatico. WT: Wild type
(no portador).
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Metodologias suplementarias

Secuenciacion

Region Oligonucleétido Sentido Oligonucleétido antisentido Ta Tamaiio del
(Exo6n) 5'-3' 5'-3' (°C) amplificado

(pb)

1 ACCTAAAACAATCCGTCGCTCC CGCTTAACCCTGTCACCCGAA 63 466

2 CTTTCCCATTAGTTCATACCTC CTGTGACCAGCCAAAAGTCAA 54 393

3 TTTAGCCTTTGAATTGTAGC TTATGAATCAAGTAGCCCTTC 52 551
4-5 CCTTTTAATATCCGAATAGGC TATCTTTTCTCTCTTACACGA 49 709
6 AACAAAAGTAACTCAAGGC ATTTTCTCTAATTTAAACCCC 49 287

7 AGGGTATGTTATTTAATGTC TTTGGGCTTATTTAACTGAC 49 982

8 TTTAAAAGAAGTCGTAAACCT TTTGGGCTTATTTAACTGAC 52 414
9-11 TTGGAACATTGGTTGCAGTG AGATGTGCGTGCAAACTGTC 60 828
12 TGGGCACATTGCTTAATTGT CCATTTTGAGTCCTCAGTTCAA 59 500
13 TCAGGAAAACAGGATCTTTGG CTTGCTTTCATTGCGTGAAC 59 262
14 TGCATTGTCTAATTTTGTATGAAAAC AAACAAGCAAAGGTTATTTCAGG 57 367
15 TGTCCTGAAAATTCATCCTGA CAACATTAACTCTGCCAG 59 300
16 TGGGGGTGGTTTTGAATTAC CCTCCCAACCCTGTCTTTAG 60 409
17 CCACATAATCTCTATGCCTCA AGGACAGGCATTATATAGCAA 54 299
18 TTGCTGCTTTTAAGTACAAC CAGAATTAGAAAACACACGTA 50 548
19-20 TGACAGCCATTAAAACGAA TGGCATGTATGATAAACCT 51 1009
21 AACACATCTTTTAACCCCT CCTTGCTGAACATAAGCCA 51 525
22 ACTTTGAATATAATTTCGTGTGA GTGCAAATGTAAATGACAAGC 53 473
23 AGTAATTAACTTGAAATCGGCAT TATGTAAAGCCACAGGACCAC 56 530
24 GTACCCTTTAACACACGAA AAAGTTTATCTGAATGTGCT 49 495
25 TATCTACTGCTCTTGAGGTCG TTAATATACAACCAGACTGCC 52 886
26 AAAATAATATTCAGCCGAAG CTTATCTGGCAAATGATCG 51 268
27 TTCAACTGCCCTTTTGGTA ACAGAATAAATGAAAGCGTGA 55 244
28-29 GGGCTTCTTGTTATTGCTTT CACTTCTAATTGGTTGGGCTT 56 696
30 CTTTCCCACACATTTTGCGAT TAAGCAAAATGTACTGCACT 51 717
31 GCACGCAGTTATTTTAGTCA ACAAAAGGCTCTTGATAAGCA 54 522
32 TGACTTAAAGAAGAAATTCCTCG CAATGCCCATTCTAGTGAC 54 484
33-34 ATTCAGGGTTTCAGTTGCCTA TAGTATTCCACCACACGCCTA 58 645
35 CTTTGGTCTCTTTCTCAAGCG TACTTCTGAGCAAGGCACGTA 58 696
36 TGCTGGTTTCTTTTAGCTGT AGTCACTTAAATAATAAAGCCAT 51 339
37 TGAATGTGGCTTCTTACTGA GTAAATCCATGCCTATAGCTG 54 536
38 CTCAGCCTTCCATACCCAT AACAGAGCAGGGAAACCAAA 57 636

Tabla suplementaria 2.1. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para las reacciones de

amplificacion por PCR y secuenciacion Sanger de las regiones exonicas de LRPPRC.

Reactivo Cantidad
HotStarTag Master Mix (Qiagen) 5 puL
Oligonucleétido sentido (10 puM) 1puL
Oligonucleétido antisentido (10 uM) 1L
DNAg 50 ng
Agua grado Biologia Molecular 3L

Tabla suplementaria 2.2. Cantidades de reactivos utilizadas para

amplificacion por PCR punto final.

las reacciones de
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95 °C 94 °C Ta 72 °C 72 °C

10 min 30 seg 30 seg 30 seg 45 seg 1 min 10 min 20 min
<500 pb 600-800 pb 900-1000 pb <500 pb =600 pb
1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo

Tabla suplementaria 2.3. Secuencia de ciclos utilizada en la reaccién de amplificacion por
PCR punto final para las regiones exdnicas de LRPPRC utilizando HotStarTaq Master Mix
(Qiagen).

Reactivo Cantidad
BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems) 2 uL
Oligonucledtido Sentido o Antisentido (10 M) 2 uL
BigDye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 3 uL
Reaccion de PCR purificado 3-6 uL
Agua grado Biologia Molecular 11 pL

Tabla suplementaria 2.4. Cantidades de reactivos utilizadas para las reacciones de
secuenciacion Sanger.

93 °C 95 °C 52 °C 60 °C 60 °C
3 min 10 seg 15 seg 2 min 3 min
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

Tabla suplementaria 2.5. Secuencia de ciclos utilizada en la reacciéon de secuenciacion
Sanger

Amplificado dentro Oligonucleétido Sentido Oligonucleétido antisentido Ta Tamaio del
de la region de 5'-3' 5'-3' (°C) amplificado
interaccion (pb)
1 GTGATGCAAGTATCTT GGATTTCTATATAAAGTTGGCTA 51 2931
2 TTGGCATTAAAAGAATGAGT GAAAGAGTCAATAGCCCTT 51 1899
3 TGTGCTTCTGATTATATCCTG TAAAATTTACTCAAACATGCG 53 2243

Tabla suplementaria 2.6. Oligonucleodtidos y condiciones utilizadas para las reacciones de
amplificacion por PCR punto final de la region de interaccion en el intrén 23 de LRPPRC.

Reactivo Cantidad
(HL)
Solucién Q, 5x 2.5
Oligonucledtido Sentido (10 pM) 1
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Oligonucledtido Antisentido (10 yM) 1

Buffer LongRange PCR con Mg2*, 10x 1.25
Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno) 0.6
Mezcla de enzima LongRange PCR 0.1
DNAg 50 ng
Agua grado Biologia Molecular 2.5

Tabla suplementaria 2.7. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR
punto final con uso de la mezcla de enzimas LongRange PCR (Qiagen).

93 °C 93 °C Ta °C 68 °C 4 °C
3 min 15 seg 15 seg 4 min Indefinido
1 ciclo 40 ciclos

Tabla suplementaria 2.8. Secuencia de ciclos utilizada en la reaccién de amplificacion por
PCR punto final para las regiones exdénicas de LRPPRC utilizando la mezcla de enzimas
LongRange PCR (Qiagen).

Amplificado dentro de la Oligonucleoétidos para la secuenciacion
region de interaccion 5'-3'
1 Sentido. GTGATGCAAGTATCTT

Sentido. ATTGTTTTAATTTTATTATAGGGA

2 Sentido. TTGGCATTAAAAGAATGAGT
Antisentido. GGATTTCTATATAAAGTTGGCTA
Antisentido. GAAAGAGTCAATAGCCCTT

3 Sentido. TGTGCTTCTGATTATATCCTG
Antisentido. TTCTTCCTTAATGTGACGG
Antisentido. TAAAATTTACTCAAACATGCG

Tabla suplementaria 2.9. Oligonucleétidos utilizados para las reacciones de secuenciaciéon
Sanger de la region de interaccion en el intrén 23 de LRPPRC.

Amplificacion para blisqueda de isoformas de LRPPRC

Region Oligonucleétido Sentido Oligonucleoétido antisentido Ta Tamaiio del

(Exon) 5'-3’ 5'-3’ (°C) amplificado
(pb)
v9 CGAGCTTCACCTTATGGAC AAATCAGTTTTATTGGCGAGT 55 378
V15 GCAGTCTATAAGAAGTAGCCT AAGTATTGTCTCAAATGCTCC 50 214
E6-E10 GTATTCAGTGCCCTTGTGAC AAATCAGTTTTATTGGCGAGT 55 568
E8-E17 CGAGCTTCACCTTATGGAC CAGGAGATTACGAATGCCTC 53 969
V6 GTATTCAGTGCCCTTGTGAC TTTGCAGTAAATCACGGTCCA 55 223
E6-E17 GTATTCAGTGCCCTTGTGAC CAGGAGATTACGAATGCCTC 53 1128

Tabla suplementaria 2.10. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para las reacciones de
amplificacion por PCR y secuenciacion Sanger del mRNA de LRPPRC utilizando
HotStarTaq Master Mix (Qiagen).
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Estudios de expresion

Reactivo Cantidad (pL)
TagMan™ Universal PCR Master Mix, 2x 6.25
Sonda TagMan 0.6
cDNA 2.5
Agua grado Biologia Molecular 3.15

Tabla suplementaria 2.11. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR
cuantitativa con uso del ensayo TaqgMan para LRPPRC.

Reactivo Cantidad (pL)
TagMan™ Universal PCR Master Mix, 2x 6.25
Oligonucledtido Sentido (10 pM) 0.375
Oligonucledtido Antisentido (10 uM) 0.375
Sonda TagMan 0.25
cDNA 2.5
Agua grado Biologia Molecular 2.75

Tabla suplementaria 2.12. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR
cuantitativa con uso de oligonucleétidos y sonda TagMan.

50 °C 93 °C Ta °C 68 °C 4 °C
2 min 15 seg 15 seg 4 min Indefinido
1 ciclo 40 ciclos

Tabla suplementaria 2.13. Secuencia de ciclos utilizada en la reaccién de PCR cuantitativa
usando sondas TagMan.

Gen Oligonucleétido Sentido Oligonucleétido antisentido Tamaiio del
5'-3' 5'-3' amplificado
(pb)
ND1 CCCTAAAACCCGCCACATCT GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT 69
ND6 GGTTAGCGATGGAGGTAGGATTG AAAGCCCCCGCACCAATA 151
CYTB TCACCTCCCATTCCGATAAAATCAC GGGTTGGCTAGGGTATAATTGTCTG 151
COX1 GACGTAGACACACGAGCATATTTCA AGGACATAGTGGAAGTGAGCTACAAC 251
ATP6 TAGCCATACACAACACTAAAGGACGA GGGCATTTTTAATCTTAGAGCGAAA 201
ATPS8 CAACTAAAAATATTAAACACAAACTACCACC CGTTCATTTTGGTTCTCAGGG 96
h18s CGGCTACCACATCCAAGGAA CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT 86
GAPDH CCCCGGTTTCTATAAATTGAGC CTTCCCCATGGTGTCTGAG 364
B-ACTINA ACCGCGAGAAGATGACCCAG TGCTCGAAGTCCAGGGCGAC 331
GUSB GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 101

Tabla suplementaria 2.14. Oligonucleétidos utilizados para las reacciones de amplificacion
por PCR cuantitativa del cDNA.
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Reactivo Cantidad (uL)

SYBR GREEN 6.25

Oligonucledtido Sentido (10 puM) 0.375

Oligonucledtido Antisentido (10 yM) 0.375
cDNA (concentracion variable) 2
Agua grado Biologia Molecular 4

Tabla suplementaria 2.15. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR
cuantitativa con uso del sistema SYBR GREEN.

50 °C 95 °C 60 °C 95 °C 60 °C 95 °C
2 min 15 seg 1 min 15 seg 1 min 15 seg
Captacioén de Captacioén de
sefial sefial cada 0.3 °C
1 ciclo 45 ciclos Melting curve

Tabla suplementaria 2.16. Secuencia de ciclos utilizada en la reaccion de PCR cuantitativa
con el sistema SYBR GREEN.
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Consentimiento informado
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) 5 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO!
L ParTiciPAcion DEL GEN LRPPRC EN LA HIPERTRIGLICERIDEMIA SEVERA:
s ESTUDIO DE LOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS SUBYACENTES
C e Marzo 2018, VErsION 3

¥ WNUTRIC an
SALVADOR ZIUBIRANR

Investigador principal: Dra. lvette Cruz Bautista

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

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

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

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

Direccion del patrocinador: MISMO

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

INTRODUCCION:

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

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

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

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

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

. La justificacion y los objetivos de la investigacion.

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

I Los resgos o molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.

V. Los procedimientos altemativos que pudieran ser ventajosos para usted

Wl Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los
procedimientos, nesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el
tratamiento de la matena.

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

VIll. La segundad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la

1
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confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

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

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

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

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

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

Su participacion en el estudio tendra una duracion vanable por visita, dependera del tipo de estudio
para el cual usted acuda. El estudio mas largo sera el de la evaluacion de la produccion de lipoproteinas
(grasas) por el higado con duracion de 12 horas seguido del estudio de lipemia postprandial (nivel de
tniglicendos después de comer una comida) con duracion de 5 horas.

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

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

2_Tiene tnglicénidos debajo de 150 mg/dl

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

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

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

Los procedimientos del estudio incluyen |a realizacion de:

1) Aplicacion de un cuestionario estandanzado con duracién de 15 min. En &l se le solicitaran datos
como edad, sexo, antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, pancreatitis,
diabetes, elevacion de colesterol ylo triglicendos, enfermedades que padezca, medicamentos
que este tomando y dosis de los mismos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

8) Entrega de resultados.

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

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

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

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

RIESGOS E INCONVENIENTES

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

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

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

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

BENEFICIOS POTENCIALES

Participacién del gen LEPPRC en la hipertniglicendemia severa: estudio de los mecanismos fisiopatologicos subyacentes, VERSION 3 01042019

107




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

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

COMPENSACION

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

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

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

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

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

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

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

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

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

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

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

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

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio. Las muestras bioldgicas
obtenidas no contendran ninguna informacion personal y seran codificadas con un numero de serie
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Los resultados de estudios genéticos podrian ser causa de discriminacion para las personas que tengan
alguna anormalidad que los predisponga a una enfermedad. Tomaremos las precauciones y acciones
necesarias para evitar que su informacién sea conocida por terceros que pudieran tomar acciones
discriminatorias contra usted.

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

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

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

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

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

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

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

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

Por favor responda las siguientes preguntas:

si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢(Haleido y entendido el formato de consentimiento informado, ensu 0O O
lengua materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O O
estudio?
c. ¢Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? 0O O

d. ;Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenidoel 0O
tiempo suficiente para tomar la decision?

e. ¢Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decision y sin que esto afecte su atencién
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?

g- ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun O O
desconocidos, de participar en este estudio?
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si NO
(marque (marque

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

participante en el estudio y entiende usted que otfras opciones de
tratamiento estan a su disposicion?

j- ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O
legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?

k. ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlodel O O
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que usted no siguid
los requerimientos del estudio o si el médico participante en el
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés?

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

Forma de Consentimiento para sus registros personales?

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

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

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

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

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

gue explicé el documento
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