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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 demás 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 condición. 

Nuestro grupo de investigación identificó mediante secuenciación 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 condición. En el presente trabajo damos seguimiento a este hallazgo 

inicial, analizando mediante secuenciación Sanger, la posible presencia de variantes de 

secuencia en la región codificante, que pudieran estar en desequilibrio de ligamiento con 

las variantes inicialmente identificadas. Excluimos la presencia de variantes adicionales 

en la región codificante del gen. Adicionalmente, la variante rs7593842 que forma parte 

del haplotipo de riesgo, se asoció a la presencia de isoformas específicas de RNAm de 

LRPPRC en el tejido hepático de portadores, mientras que no detectamos cambios en los 

niveles de RNAm asociados a la presencia de esta variante mediante RT-PCR 

cuantitativa. De forma interesante detectamos la disminución en la expresión de genes 

mitocondriales en el tejido hepático de portadores de la variante rs7593842. Finalmente, 

mediante análisis bioinformáticos identificamos 3 potenciales regiones regulatorias a 

distancia, una en el locus de ABCG5/8, otra en una región intergénica y la última dentro 

del locus de LRPPRC, en una región que abarca 2 de las 3 variantes del haplotipo de 

riesgo. Por último, mediante secuenciación Sanger se identificaron dos variantes 

(rs4263155 y rs4600713) dentro de los intrones de LRPPRC con potencial afectación en 

los motivos respuesta de factores de transcripción.  
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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 mRNA 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.   
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son consideradas por la Organización 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 mundial1 y se calcula que en México hay 

una probabilidad del 15.7% (en sujetos entre 30 y 70 años) de morir por una ECV2. 

Según el reporte del INEGI del 2018, las enfermedades isquémicas del corazón son la 

primera causa de muerte en la población mexicana3. 

Las concentraciones anormales de lipoproteínas en la sangre son la característica principal 

de las dislipidemias, conjunto de enfermedades asintomáticas 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 elevación en 

la concentración de lípidos promueve el desarrollo de aterosclerosis, una condición 

multifactorial que daña el endotelio de manera crónica y está caracterizada por el 

depósito de lípidos en la íntima de las arterias de distribución4. Esta condición promueve 

las consecuencias clínicas 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 súbita cardiovascular4. La 

aterosclerosis es una de las principales causas para el desarrollo de las ECV y está 

involucrada en 3 de las principales causas de muerte en México5. 

Además, a las dislipidemias se le han asociado a otras condiciones patológicas como a una 

incidencia mayor de Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2), síndrome metabólico, resistencia a la 

insulina, intolerancia a la glucosa, insuficiencia arterial de miembros inferiores y ser la 

causa más frecuente de Pancreatitis Aguda (PA) en el caso de la Hipertrigliceridemia 

(HTG)6. 

La prevalencia de dislipidemias varía entre grupos étnicos, además de que es influenciada 

por distintos factores ambientales, tales como sobrepeso, sedentarismo, ingesta elevada 

de productos hipercalóricos, consumo de tabaco y alcohol, así como falta de adherencia a 

recomendaciones médicas7. La predisposición 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 

socioeconómico y tipo de alimentación, por ejemplo, en grupos indígenas de población 

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%8. Otro componente importante es la etnicidad ya que se observan 

diferencias en las concentraciones de lípidos entre grupos étnicos, por ejemplo, las 

poblaciones caucásicas tienen una mayor concentración de C; la población asiática 

concentraciones bajas de HDL y la fracción de la población amerindia asentada en zonas 

urbanas tienen una mayor prevalencia de HTG, casi la mitad de los adultos la presenta8. 

La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia con el mayor prevalencia en adultos 

mexicanos9; es evidente una predisposición genética en la población 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 está representada en la presencia de 

alelos de riesgo para desarrollar estas patologías, que en la población mestiza-mexicana 

tienen una alta frecuencia (Tabla 3.1)10. 

Las dislipidemias son un problema de salud pública por ser el factor común entre un 

riesgo cardiovascular alto, incidencia en DT2, hipertensión arterial y sobrepeso, así como 

un papel determinante en 3 de las 5 causas más frecuentes de muerte en México8. 

En años recientes, se ha acumulado evidencia que sugieren que la elevación de 

triglicéridos séricos está asociada de manera causal a la patofisiología de la aterosclerosis 

y a su vez a un aumento en el riesgo para padecer un evento cardiovascular11,12,13. Se han 

podido asociar mutaciones en un solo gen a la elevación severa de TG en genes esenciales 

para el metabolismo de lipoproteínas ricas en TG afectando en la actividad, ensamblaje y 

transporte de la enzima Lipoproteinlipasa (LPL)14; aunque en la mayoría de pacientes con 

HTG, su elevación de TG es causada por la combinación de variantes genéticas con 

efectos pequeños (Tabla 3.1, Tabla 3.2) y factores ambientales (volviendo a destacar 

niveles de glucosa alto, sobrepeso e inactividad física)6,8. 

 

Hipertrigliceridemia 

El prefijo híper- significa: exceso o grado superior al normal; el sufijo –emia: en la 

sangre15; por lo que la HTG se entiende como: elevación de triglicéridos en la sangre. La 

legislación mexicana determina que niveles séricos en ayuno de TG por arriba de 150 

mg/dL es diagnóstico de HTG5; se define HTG moderada con valores menores a 500 

mg/dL y severa como valores mayores a 500 mg/dL16.   

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 función de LPL, deficiencia en la Apo C-II y defectos en LMF1 para 

maduración intracelular; generalmente observándose niveles de TG elevados como única 

característica14,17. Cuando los niveles elevados de TG no están aislados, puede 

sospecharse que otra enfermedad sea la causante de estas elevaciones; siendo causas 

secundarias de TG elevados la DT2, síndrome metabólico, consumo de alcohol, 

prescripción de estrógenos o glucocorticoides. El grado de HTG aumenta cuando se asocia 

con estas condiciones, aumentando además con obesidad8. 

La HTG severa tiene distintas características: 1) niveles de TG en sangre variables de 

500-2000 mg/dL16; 2) niveles de TG generalmente por arriba del percentil 90 por edad y 

género de la población; y 3) niveles normales o bajos de Apo B, colesterol LDL y 

colesterol HDL5 todos asociados a signos clínicos observables, tales como episodios de 

dolor abdominal, xantelasmas (depósito amarillento de C en los párpados18), xantomas 

eruptivos (pápulas de 1-4 mm de diámetro distribuidas superficies extensoras de las 

extremidades, espalda, hombros, glúteos y manos19) xantomas tuberosos (nódulos de 

consistencia firme localizados en tendones extensores de las manos, las rodillas, los codos 

y el tendón de Aquiles), arco corneal (depósito de ésteres de C en el estroma corneal 



15 
 

formando posteriormente un arco periférico20), PA recurrente y hepatoesplenomegalia 

(incremento del tamaño del hígado y el bazo a sus dimensiones normales21). (Figura 3.1). 

Cuando los niveles de TG son extraordinariamente elevados, mayores a 900 mg/dL, es 

probable que coexistan con otra comorbilidad (DT2, síndrome metabólico) y factores 

ambientales que estén contribuyendo a la elevación de TG. La fisiopatología de la HTG 

tiene que ver con catabolismo alterado de las lipoproteínas quilomicrones (Q) y VLDL22. En 

la HTG severa ocurren varios procesos; hay un catabolismo deficiente de VLDL, baja 

actividad de LPL y baja depuración de Q y VLDL. Las VLDL alteradas (más grandes en 

tamaño) contienen una cantidad mayor de TG, causando que la hidrólisis de la LPL sea 

más lenta y a su vez una depuración retrasada, ya que tanto las VLDL como los Q 

compiten por el mismo mecanismo de depuración mediante la LPL. Por lo que, cuando la 

LPL está metabolizando las VLDL alteradas y los Q entran en el sistema circulatorio 

(generalmente después de una comida alta en lípidos) estos no son procesados y pueden 

permanecer en la circulación por días, en vez de horas, elevando la concentración sérica 

de TG; los Q pueden elevar los TG a niveles superiores 8000 mg/dL17. 

Una variante de esta condición es la HTG familiar en el cual su diagnóstico se establece 

cuando el sujeto y uno o más de sus familiares de primer o segundo grado, siguen el 

mismo patrón de HTG severa8,23. Aunque se han realizado estudios de asociación genética 

para elevación de TG,24,25 no se ha podido asociar variantes genéticas a la HTG familiar26. 

El diagnóstico diferencial es necesario ya que se necesita descartar otras dislipidemias con 

componente familiar como la hiperlipidemia familiar combinada, deficiencia de 

lipoproteinlipasa familiar, síndrome de quilomicronemia familiar o la 

disbetalipoproteinemia familiar. Más recientemente se ha probado que la HTG familiar se 

puede distinguir de otras dislipidemias por características bioquímicas 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 regulación 

del metabolismo de hepatocitos y adipocitos), ANGPTL3 (angiopoietin-like proteins 3; la 

proteína tipo angiopoietina 3; mayor inhibidor de la actividad de LPL) y apo A-II26. 

 

A B C 

    

Figura 3.1. Signos clínicos del depósito de lípidos 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 más detallado es la Encuesta 

Nacional de Enfermedades Crónicas (ENEC1993), en donde se reporta que la segunda 

anomalía más frecuente en la población 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%27. Datos de la Encuesta Nacional de Salud del año 2000, señalan 

que la prevalencia de HTG aumentó del 43% a un 49.1% en un lapso de 7 años28. El 

siguiente estudio (ENSANUT 2006) estimó que la prevalencia de HTG disminuyó a un 

31.5% y se convirtió en la tercera dislipidemia más frecuente en la población; también se 

observó en este estudio que la prevalencia de HTG es dos veces más grande en individuos 

con sobrepeso en comparación con personas delgadas29.  

En Estados Unidos, los hispanos son el grupo étnico con mayor riesgo de padecer HTG30  

(40.4% para hombre y 34.9% para mujeres), en comparación con las personas 

caucásicas (39% para hombre y 31.6% para mujeres) y afroamericanas (19.5% para 

hombre y 13.6% para mujeres). Además, los hispanos tienen tres veces más 

probabilidades de padecer DT2 y presentar resistencia a la insulina31. La prevalencia de la 

HTG familiar no se ha podido calcular, ya que faltan los estudios de los niveles 

plasmáticos de TG en familiares en primer y segundo grado16. 

 

Componente genético de la HTG  

Debido al componente familiar en diferentes condiciones asociadas a lípidos, se han 

realizado estudios para comprender el contexto genético que pudiera estar influyendo a la 

fisiopatología y se han asociado diferentes genes y variantes a una mayor probabilidad de 

desarrollar dislipidemias32. Mediante un estudio de asociación de genoma completo 

(GWAS) con una población de 100 000 individuos de distintas poblaciones europeas, se 

identificaron 95 loci asociados a niveles séricos de TG, C, LDL y HDL24. 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 expresión de 

rasgos cuantitativos) por lo menos con un gen dentro de una región de 500 kb y en por lo 

menos un tejido estudiado (hígado, grasa visceral y grasa subcutánea). 
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Locus Crom SNP líder Rasgo 
líder 

Otro rasgo Alelos/MAF Frecuencia en 
mexicanos en 
EUA (MAF)* 

Valor-p eQTL 

ANGPTL3 1 rs2131925 TG TC, LDL T/G/0.32 0.336 9 x10-43 Sí 
GALNT2 1 rs4846914 HDL TG A/G/0.40 0.461 4x10-21  
APOB 2 rs1042034 TG HDL T/C/0.22 0.273 1x10-45  
GCKR 2 rs1260326 TG TC C/T/0.41 0.352 6x10-133 Sí 

COBLL1 2 rs10195252 TG  T/C/0.40 0.172 2x10-10 Sí 
IRS1 2 rs2972146 HDL TG T/G/0.37 0.164 3x10-9 Sí 

MSL2L1 3 rs645040 TG  T/G/0.22 0.227 3x10-8  
KLHL8 4 rs442177 TG  T/G/0.41 0.312 9x10-12  

MAP3K1 5 rs9686661 TG  C/T/0.20 0.289 1x10-10  
TIMD4 5 rs6882076 TC LDL,TG C/T/0.35 0.250 7x10-28  

HLA 6 rs2247056 TG  C/T/0.25 0.109 2x10-15  
TYW1B 7 rs13238203 TG  C/T/0.04 0.008 1x10-9  
MLXIPL 7 rs17145738 TG HDL C/T/0.12 0.055 6x10-58 Sí 
PINX1 8 rs11776767 TG  G/C/0.37 0.250 1x10-8  
NAT2 8 rs1495741 TG TC A/G/0.22 0.328 5x10-14 Sí 
LPL 8 rs12678919 TG HDL A/G/0.12 0.055 2x10-115 Sí 

TRIB1 8 rs2954029 TG TC, LDL, HDL A/T/0.47 0.359 3x10-55 Sí 
JMJD1C 10 rs10761731 TG  A/T/0.43 0.281 3x10-12  

CYP26A1 10 rs2068888 TG  G/A/0.46 0.461 2x10-8  
FADS1-2-3 11 rs174546 TG HDL, TC, LDL C/T/0.34 0.312 5x10-24  

APOA1 11 rs964184 TG TC, HDL, LDL C/G/0.13 0.281 7x10-240 Sí 
LRP1 12 rs11613352 TG HDL C/T/0.23 0.469 4x10-10  

ZNF664 12 rs4765127 HDL TG G/T/0.34 0.312 3x10-10  
CAPN3 15 rs2412710 TG  G/A/0.02 0.055 2x10-8  
FRMD5 15 rs2929282 TG  A/T/0.05 0.125 2x10-11 Sí 
LIPC 15 rs1532085 HDL TC, TG G/A/0.39 0.320 3x10-96 Sí 
CTF1 16 rs11649653 TG  C/G/0.40 0.461 3x10-8 Sí 
CETP 16 rs3764261 HDL TC, LDL, TG C/A/0.32 0.336 7x10-380  
CILP2 19 rs10401969 TC TG, LDL T/C/0.07 0.070 3x10-38 Sí 
APOE 19 rs439401 TG  C/T/0.36 0.500 1x10-30 Sí 
PLTP 20 rs6065906 HDL TG T/C/0.18 0.133 2x10-22  

PLA2G6 22 rs5756931 TG  T/C/0.40 0.398 4x10-8  

Tabla 3.1. Variantes de genes asociados a concentración de niveles séricos de TG en una 

cohorte de población europea identificados mediante GWA. Crom: Cromosoma, MAF: 

Frecuencia del alelo menos común. *Proveniente del Proyecto 1000 Genomes Fase 3. Modificado 

de Teslovich et al, 2010. 

 

Cabe mencionar que este estudio se realizó exclusivamente en población europea y 

aunque se intentó extrapolar a otras poblaciones (africana y asiática) no se contaba con 

información genotípica suficiente. Posteriormente se realizó otro estudio de asociación a 

nivel genoma completo en la población mexicana (n=4361)25. Con este acercamiento se 

pudo determinar que aproximadamente el 50% de las variantes identificadas en población 

europea también está asociadas a la HTG en población mexicana, pero las variantes con 

mayor asociación en el estudio con mexicanos no se encontraron en población europea25 

(Tabla 3.3). Se hipotetizó 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 y la población mestiza-mexicana25. 

La población mestizo-mexicana es una población 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 está 
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parcialmente explorado, el estudio de la población mestiza-mexicana representa una 

oportunidad para identificar genes nuevos y/o vías metabólicas relacionadas a la HTG no 

antes descubiertas. 

 

Locus SNP líder en 
mexicanos 

MAF (MX/EUR) Valor-p ¿Gen presente en el estudio 
europeo? 

APOA5 rs964184 G (0.30/0.12) 5.5X10-35 Sí, mismo SNP 

GCKR rs1260326 T (0.26/0.42) 2.2X10-13 Sí, mismo SNP 

LPL rs12678919 G (0.05/0.12) 2.7X10-10 Sí, mismo SNP 

MLXIPL rs2286276 T (0.12/0.26) 2.2X10-06 

 

 

Sí, diferente SNP líder 

SNP líder europeo 
rs17145738 

MAF (MX/EUR) 
T (0.06/0.12) 

TIMD4 rs2036402 C (0.45/0.25) 3.4X10-06 
 
 

Sí, diferente SNP líder 

SNP líder europeo 
rs1363232 

MAF (MX/EUR) 
A (0.10/0.30) 

CILP2 rs2228603 T (0.03/0.10) 3X10-05 
 
 

Sí, diferente SNP líder 

SNP líder europeo 
rs10401969 

MAF (MX/EUR) 
C (0.05/0.10)  

ANGPTL3 rs10889337 A (0.45/0.35) 3.3X10-05 Sí, diferente SNP líder 

SNP líder europeo 
rs2131925 

MAF (MX/EUR) 
G (0.45/0.33) 

Tabla 3.2. Variantes de genes asociados a HTG en una cohorte de población mexicana 

identificados mediante GWAS. MX: población mexicana, EUR: población europea; MAF: 

Frecuencia del alelo menos común. Modificado de Aguilar et al, 2014.  

 

Los genes identificados en los estudios GWAS de los dos estudios (población europea y 

población mexicana) codifican para proteínas que están encargadas del óptimo 

metabolismo de las lipoproteínas 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 GPD134; los cuales tienen un efecto directo o indirecto con la función de LPL y 

así reducir considerablemente el metabolismo de las lipoproteínas. Por otro lado, 

variantes monogénicas en hipotrigliceridemia (niveles bajos de TG séricos) se deben a 

mutaciones homocigotas en proteínas necesarias para el ensamblaje y secreción de 

lipoproteínas, como APOB y ANGPTL3, además de que ANGPTL3 inhibe a LPL. En el caso 

del gen GCKR (Glucokinase regulator, Regulador de la Glucocinasa), se afecta el 

metabolismo de carbohidratos34 ya que este gen codifica para la proteína inhibidora de la 

glucocinasa (enzima regulatoria de la absorción y almacenamiento de la glucosa 

proveniente de la dieta)35. En el hígado, este regulador forma un complejo inhibitorio con 

la glucocinasa y la variante funcional identificada atenúa la inhibición dependiente de la 

unión, lo cual promueve síntesis de novo de TG y atenuación de la oxidación de ácidos 

grasos36.  

La mayoría de los casos de HTG, se debe a defectos poligénicos más que monogénicos; 

una mayor carga de variantes raras heterocigotas con efecto mayor, además de la 

acumulación de efectos pequeños causados por SNPs en más de 40 loci repartidos en el 

genoma14. 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 población porque una gran acumulación de variantes es 
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estadísticamente poco probable. Por lo regular, los niveles más severos de TG son en 

pacientes jóvenes con desórdenes monogénicos y con mínima contribución de factores no 

genéticos14 (Figura 3.2). Una vez identificados estos loci y variantes genéticas es 

necesario dilucidar su mecanismo de acción y como alteran el metabolismo de TG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Complejidad de las bases genéticas de la HTG. Se muestra un aproximado del 

porcentaje de individuos presente en cada intervalo bioquímico. ECV: Enfermedades 

cardiovasculares, TG: Triglicéridos, PA: Pancreatitis aguda. Modificado de Lewis et al, 2015.  

 

Antecedentes directos 

Recientemente, nuestro grupo de trabajo realizó un estudio de asociación GWAS posterior 

a la secuenciación 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 elevación de TG. Mediante esta estrategia se identificó una región 

cromosómica dentro del gen LRPPRC asociado significativamente a un aumento 

importante en los niveles de triglicéridos séricos (p= 1x10-6). En este estudio se identificó 

dentro del gen LRPPRC un haplotipo de tres variantes intrónicas (rs7593842, rs58811869 

y rs72877186) y se encontró que ser portador de este haplotipo aumenta 6 veces el 

riesgo a desarrollar HTGSF (datos aún no publicados).  

En otros experimentos funcionales, mediante un experimento de EMSA (Electrophoresis 

Mobility Shift Assay, Ensayo de movilidad electroforética) en la línea celular de 

hepatocarcinoma HepG2, se comprobó que la variante rs58811869 influye en la unión del 
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factor de transcripción CTCF, pudiendo tener afectaciones en expresión de genes o en 

organización de la cromatina, ya que CTCF tiene función como organizador de la 

cromatina37,38.  

 

LRPPRC 

El gen LRPPRC, también conocido como LRP130, codifica para una proteína 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 isoformas39 (Tabla suplementaria 1.1). La proteína 

canónica codificada por LRPPRC tiene un tamaño de 130 kDa, contiene 1394 aminoácidos 

y es rica en leucina. Esta proteína está caracterizada por varios dominios PPR 

(Pentatricopeptide repeat o repeticiones del motivo pentatricopéptido) y por lo tanto 

pertenece a la familia de proteínas con dominios PPR (Figura 3.3).  

  

 

Figura 3.3. Representación gráfica de la estructura del gen LRPPRC y su proteína. 

Modificado de Oláhová et al, 2015. 

Las proteínas con dominio PPR son parte de una familia de proteínas que se unen al RNA 

mitocondrial. Las proteínas pertenecientes a la familia PPR fueron descubiertas en 

estudios en plantas (Arabidopsis thaliana40) y se caracterizan por la presencia de arreglos 

en tándem de repeticiones derivados de 35 aminoácidos de 2 a 27 repeticiones por 

péptido40,41. El dominio PPR está vinculado a la repetición del motivo tetratricopéptido 

(tetratricopeptide repeat, TPR), aunque estas proteínas están más relacionadas a 

interacciones proteína-proteína. Se predijo que PPR forma dos α-hélice antiparalelas que a 

su vez crearían una súper hélice, con arreglos en tándem y una cavidad central que 

podría involucrarse en la unión al mitRNA (dentro de la cavidad, la unión sería entre el 

fondo cargado positivamente al esqueleto de fosfatos cargado negativamente de la 

cadena de mitRNA) más que de proteína-proteína como los motivos TPR41. Aun así, estas 

interacciones son predictivas, ya que el mecanismo por el cual el dominio PPR interacciona 

con el RNA aún no ha sido dilucidado. En cuanto a LRPPRC se determinó que el sitio de 
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unión al mitRNA está en la fracción carboxilo terminal de la proteína y está formado por 

dos de los 22 dominios PPR de la proteína42. La mayoría de las proteínas PPR no tienen 

otro sitio activo, por lo que el procesamiento de RNA se lleve a cabo por otras proteínas 

que se asocian al complejo PPR-mitRNA43 y el mitRNA se encuentra estabilizado 

estructuralmente. 

En un inicio se pensó que esta familia de proteínas podía ser exclusiva de plantas, con 

más de 200 miembros y cuatro subclases (las cuales llegarían a contener de 400 a 600 

proteínas), sólo 20 tipos en protistas y una minoría en eucariontes, sin embargo, se 

encontraron 7 proteínas PPR mitocondriales en humanos44. Estas son: POLRMT 

(mitochondrial RNA polymerase, RNA polimerasa mitocondrial); LRPPRC; MRPP3 

(mitochondrial RNase P protein 3, Proteína mitocondrial RNasa P 3); MRPS27 

(mitochondrial ribosomal protein of the small subunit 27, Proteína ribosomal mitocondrial 

de la subunidad pequeña 27); y tres proteínas que contienen dominios PPR (PPR domain 

containing proteins, PTCD)45. La proteína LRPPRC tiene sitios de fosforilación, que están 

ubicados en la región carboxilo terminal, en la secuencia de aminoácidos de 1026 al 1138, 

por lo que se podría inferir que su interacción con el mtRNA podría estar regulado por la 

fosforilación de serinas y treoninas46.   

La proteína LRPPRC cumple su función de proveer estabilidad al mitRNA al formar un 

complejo proteína-ácido nucleico dentro de la mitocondria, pero su gen no está codificado 

en el mtDNA, sino en el núcleo, por lo que tiene que importarse hacia la mitocondria. Las 

proteínas que son importadas a la mitocondria tienen señales a lo largo de su secuencia 

de aminoácidos para ser identificadas, ya sean editables (presecuencias α–hélices 

anfipáticas) o no editables (secuencias de aminoácidos y señales de anclaje)47. Estas 

proteínas tienen distintos métodos de importación dependiendo de la zona en la 

mitocondria a la cual van a realizar su función; cruzar la membrana externa y estar en el 

espacio intermembranal y/o cruzar la membrana interna. Estas maquinarias de 

importación están compuestas de varias subunidades, además de hacer uso de la bomba 

de electrones para su función47.  

Para describir la importación de LRPPRC, en condiciones in vitro se marcó 

radioactivamente a la proteína y se incubó con mitocondrias aisladas de hígado de ratón, 

observándose la presencia de una LRPPRC más pequeña al tamaño predicho para esta 

proteína45; 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 condición con un desacoplante de la fosforilación oxidativa como el CCCP 

(Carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona, inhibidor químico 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 

importación de LRPPRC necesitan del potencial de membrana mitocondria45.  

Por último, en esta evaluación con mitocondrias aisladas, se utilizó una condición de 

degradación mediante tripsina para determinar cuál de las dos variantes de LRPPRC (con 

o sin secuencia de importe) está 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 hidrólisis de la tripsina46. 

Para determinar la localización subcelular de LRPPRC, Mili y colaboradores (2003) 

observaron mediante fraccionamiento celular que la proteína se encontraba en su mayoría 

en la mitocondria y en el núcleo, sin embargo, no se descartó una posible contaminación 

de mitocondria en la fracción nuclear48. Tsuchiya y colaboradores (2004) identificaron la 

presencia de LRPPRC en fracciones nucleares, membrana nuclear y de retículo 

endoplásmico. En estos trabajos se utilizaron técnicas de inmunoprecipitación por lo que 

los diferentes anticuerpos utilizados, así como posibles isoformas de LRPPRC pudieron 

haber influido para esta diferencia de co-localización subcelular49. También Sterky y 

colaboradores (2010) realizaron evaluaciones de la localización de LRPPRC y mediante 

transfección de plásmidos en células HeLa con expresión de LRPPRC acoplada a la 

proteína verde fluorescente y otro plásmido con una proteína rojo fluorescente dirigida a 

la matriz mitocondrial se mostró que existía una superposición perfecta de las señales 

fluorescente46; también mediante tinción inmunohistoquímica con anticuerpo contra 

LRPPRC y el colorante Mitotracker (tinción selectiva para la mitocondria) se demostró que 

la señal de LRPPRC sólo co-localiza en la mitocondria. Como último experimento, se 

realizó un fraccionamiento de mitocondrias de hígado de ratón y se identificó que LRPPRC 

se localiza específicamente en la matriz mitocondrial mitocondrial46. 

 

Función de la proteína LRPPRC 

LRPPRC es un gen nuclear cuya proteína realiza su función dentro de la mitocondria; 

remodela estructuras secundarias en el mitRNA y mantiene laxa la estructura para facilitar 

la transcripción y poliadenilación mitocondrial50; por lo que a nivel mitocondrial ayuda al 

correcto funcionamiento de la respiración oxidativa, la oxidación de ácidos grasos y 

regulando el contenido de lípidos a nivel hepático51,52. 

El DNA mitocondrial codifica para 37 genes requeridos para la producción de energía; 13 

genes son para proteínas de la cadena respiratoria, 22 RNA de transferencia y 2 RNAs 

ribosomales53. La función del mitDNA en la célula depende tanto del número de copias del 

genoma mitocondrial así como de la integridad de cada molécula de mitDNA54.  

Dada la participación de LRPPRC en estabilizar a los mitRNAs para su correcto 

procesamiento, se realizaron experimentos para evaluar si también la funcionalidad de la 

mitocondria estaría comprometida ante la disminución de la expresión de LRPPRC. 

Mediante knockdown graduales de LRPPRC con inactivación del 8% a 100% en células en 

cultivo MCH58 (fibroblastos inmortalizados de piel humana) y el análisis de 

enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) se demostró que los transcritos de mRNA 

mitocondrial disminuyen de forma directamente proporcional a la disminución de LRPPRC. 

También se reportó una disminución de la respiración mitocondrial y un aumento en la 

actividad glucolítica, mientras que no hubo cambios en los niveles de rRNA 

mitocondriales55. Con uso de qPCR (PCR cuantitativa) dirigidos a los mRNA y rRNA 

mitocondriales se determinó que en las dos condiciones con un porcentaje de inactivación 
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mayor, había una reducción importante en cada uno de los trece mRNA mitocondriales y 

que no había afectación en ninguno de los dos rRNA ni en los transcritos policistrónicos. 

Por lo que se propuso que la proteína LRPPRC es necesaria para la expresión de todos los 

mRNA y su procesamiento55. (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 embrionaria56. Los 

transcritos extraídos del corazón de estos ratones demostraron una disminución marcada 

en la mayoría de los mRNA, desde las cuatro semanas de edad, produciendo una pérdida 

de coordinación en la traducción, la cual resultaba en colas de poliA aberrantes (más 

cortas) en los animales LRPPRC-deficientes. Los niveles de distintos transcritos, sin 

LRPPRC, fueron mucho más altos e incluso inestables, ya que la reserva de mRNAs 

extraribosomales desapareció y los mRNAs se unieron de manera aberrante a las 

subunidades de ribosomas libres. Aunque hubo un descenso marcado en niveles del 

mRNA por la pérdida de LRPPRC no hubo un aumento en la transcripción mitocondrial56. 

 

 

Figura 3.4. Las proteínas que contienen motivos PPR están involucrados en transcripción, 

traducción, procesamiento y estabilidad del RNA mitocondrial. En mamíferos, las siete 

proteínas identificadas que contienen motivos PPR realizan su función de regulación de expresión 



24 
 

de genes mitocondriales: POLRMT es responsable de la transcripción del genoma mitocondrial, 

PTCD2 regula el procesamiento de del RNA del gen Cyt b ya que hay una estructura secundaria en 

su locus, LRPPRC está implicado en la estabilidad de los mRNA mitocondriales codificantes para 

proteínas de la cadena respiratoria, PTCD1 se asocia a los tRNA leucina y actúa como un regulador 

negativo afectando la abundancia de proteínas 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 pequeña del ribosoma mitocondrial teniendo impacto en la 
síntesis proteínas mitocondriales. Modificado de Rackham et al, 2011. 

 

Otro estudio identificó a la proteína LRPPRC como una RNP (ribonucleoproteína) nuclear 

intermediaria57, el cual es un complejo de proteínas que se asocian con pre-mRNA y 

mRNA, regulando la estabilidad y el manejo de los mRNA maduros. Se demostró, 

mediante inmunoprecipitación, que LRPPRC se asocia a la proteína 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 proteínas fue 

recuperado (así como mRNA), demostrando su interacción58. Se utilizó radiación UV para 

inducir enlaces cruzados entre RNA y proteínas en la línea celular HeLa, y se identificó a 

una proteína de 130 kDa, la cual fue sometida a un análisis de espectrometría de masas y 

se identificó como LRPPRC, además de su unión a la cola de poli-A del mRNA in vivo58. 

 

LRPPRC en el metabolismo 

Debido a la función de brindar estabilidad al mitRNA y consecuente expresión óptima de 

proteínas de la cadena respiratoria, la proteína de LRPPRC juega un papel importante en 

el metabolismo y la fosforilación oxidativa. Mediante el estudio de modelos knock-down y 

de sobre-expresión de LRPPRC en líneas celulares humanas y en ratones transgénicos 

hígado-específicos de LRPPRC, se evaluó la influencia de este gen en la fosforilación 

oxidativa y la oxidación de ácidos grasos51. En células con sobre-expresión de LRPPRC, 

hubo un incremento de la fosforilación oxidativa, que se ve reflejado en una mayor 

producción de ATP ya que LRPPRC no aumenta la cantidad de mitocondrias (biogénesis 

mitocondrial), pero sí en la estructuración de la matriz mitocondrial (una mayor densidad 

de crestas en la membrana interna)51. Para probar los efectos en la fosforilación oxidativa 

de LRPPRC in vivo se produjeron ratones transgénicos para LRPPRC y se evaluaron las 

vías metabólicas asociadas tanto a la fosforilación oxidativa, como a la oxidación  de 

ácidos grasos y la cetogénesis. En ratones con deficiencia de LRPPRC se observó una 

disminución de β-hidroxibutirato (cuerpo cetónico más abundante producido en la 

cetogénesis). De manera inversa, en el ratón con sobre-expresión de LRPPRC, los niveles 

séricos de este cuerpo cetónico aumentaron; en ambos casos, los ácidos grasos libres 

séricos no mostraron cambios. La cetogénesis y la β-oxidación aumentaron en los 

hepatocitos aislados del ratón 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 

expresión de genes nucleares de la cetogénesis y la β-oxidación51. También se demostró 

el aumento de expresión de subunidades de la cadena respiratoria codificadas en el 
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mtDNA en células con una alta expresión de LRPPRC, por lo cual la proteína podría tener 

una función de co-activador de la transcripción mitocondrial51; proponiendo un efecto en 

el cual la presencia de la proteína estimula la respiración mitocondrial, mientras que su 

ausencia, la inhibe (Figura 3.5). 

Para comprobar si el aumento en estas vías metabólicas de la cadena respiratoria 

(cetogénesis y β-oxidación) podrían estar influyendo los niveles séricos y hepáticos de TG 

y C se realizó un estudio con ratones transgénicos que tenían sobre-expresión de LRPPRC 

y ratones knock-down hígado-específicos59. 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 modificación en la expresión de LRPPRC son: 

1) el aumento del 17% en los niveles de ATP hepáticos en los ratones con sobre-

expresión, 2) una disminución del 14% en niveles de ATP hepáticos en los ratones knock-

down y 3) una disminución del 36.6% en el ritmo de respiración de la mitocondria en los 

ratones knock-down. En modelos murinos de sobre-expresión de LRPPRC existe un 

aumento de β-hidroxibutirato, así como un aumento en la expresión de las subunidades 

de la cadena respiratoria codificadas en la mitocondria. En contraste, el modelo murino 

con knock-down a LRPPRC se observó una disminución del 40% en la producción de CO2 y 

una disminución del 19% en la captación de palmitato59, consecuencias esperadas, ya que 

hay una menor cantidad de subunidades de la cadena respiratoria y una menor tasa de 

fosforilación oxidativa.  

En lo que respecta a lípidos séricos, en el mismo estudio, una dieta alta en grasas indujo 

una acumulación de TG y C en todos los genotipos estudiados. Sin embargo, en los 

ratones transgénicos se vio una acumulación menor en comparación con los ratones 

control, mientras que en los animales knock-down se presentaron niveles más altos (2.5 

veces más a comparación con el ratón wild type)59. Otro efecto observado fue que LRPPRC 

provee protección contra lesiones de esteatosis en el hígado, ya que no hubo lesiones en 

tinciones de hígado de ratones transgénicos, pero sí en los ratones knock-down. No hubo 

cambios en niveles de ácidos grasos libres ni en genes que regulan el metabolismo de 

lípidos en ninguno de los dos tipos de ratones59, confirmando que la disminución de 

LRPPRC influye en los genes codificados en el mtDNA de la fosforilación oxidativa y no en 

los codificados en el DNA genómico51. 

Akie y colaboradores, además de analizar la capacidad oxidativa de ácidos grasos en 

cultivos primarios de hepatocito que expresaban ectópicamente LRPPRC, evaluó si la 

fosforilación oxidativa exacerbada aumentaría la cantidad de NAD+ (activador de las 

enzimas del Ciclo de Ácido Cítrico) y de esta forma promovía la oxidación completa de los 

ácidos grasos. Este estudio quería evaluar la hipótesis en la cual la Hígado Graso No 

Alcohólica (HGNA) es provocada por la resistencia a la insulina y la reducción de la 

proporción [NAD+]/[NADH] dependiente de la fosforilación oxidativa. Cuando se sobre-

expresó LRPPRC en hígados de ratón, se observó todo lo contrario: con una dieta alta en 

grasa, hubo menos presencia de esteatosis en el hígado, menos inflamación, mayor 

sensibilidad a la insulina, disminución de especies reactivas del oxígeno (ROS), mayor 

liberación de CO2 y una mayor cantidad de NAD+ (últimas dos condiciones, indicativos de 

una mayor oxidación de palmitato); por lo que la activación de la fosforilación oxidativa 
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hepática influenciada por el aumento de la proteína de LRPPRC y aumento de NAD+ 

promueve la oxidación completa de ácidos grasos y una protección contra HGNA52. (Figura 

3.5). 

Con los resultados anteriores, se puede inferir que el incremento en los niveles LRPPRC, 

resulta en el aumento en la expresión de genes codificados en la mitocondria relacionados 

con la fosforilación oxidativa. Esto lleva a un aumento en la captación y oxidación de 

ácidos grasos por los hepatocitos y a una reducción de TG y C tanto hepáticos como 

séricos. Por otro lado, si hay disminución de la expresión de LRPPRC, ocurre lo contrario; 

disminución en los niveles de mRNA de genes mitocondriales, disminución de actividad de 

fosforilación oxidativa, disminución de oxidación completa de ácidos grasos y la 

acumulación de lípidos en el hígado y su aumento en la circulación.  

 

 

Figura 3.5. Esquema del posible mecanismo de acción por el cual LRPPRC tiene influencia 

en la β-oxidación de ácidos grasos y esteatosis hepática. LRPPRC (o LRP130) interactúa con 

POLMRT (RNA Polimerasa mitocondrial humana) para activar la transcripción mitocondrial; lo cual 

induce un aumento de la producción de péptidos codificada en el mtDNA y así promover la 

fosforilación oxidativa, oxidación hepática de ácidos grasos y cetogénesis; en el caso de exceso de 

nutrientes, hay un aumento de NADH reducido en la relación NADH/NAD+ lo que inhibe la 

oxidación completa de ácidos grasos provocando esteatosis. Al tener una fosforilación oxidativa 

hepática aumentada, se aumenta el NAD+ oxidado en la relación NAD+/NADH y así producir la 

oxidación completa de ácidos grasos. AGL: Ácidos grasos libres, β-OAG: β-oxidación de ácidos 

grasos. Modificado de Liu et al, 2011 y Akie et al, 2015. 
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Papel de LRPPRC en distintas patologías humanas 

Síndrome de Leigh 

Mutaciones presentes en LRPPRC están asociadas al síndrome de Leigh, particularmente a 

la variedad franco-canadiense60. El síndrome de Leigh es una condición neurodegenerativa 

muscular caracterizada por hipotonía, dimorfismo facial, y retraso en el desarrollo. En 

esta variedad de la enfermedad se detectaron niveles bajos de COX en el cerebro y el 

hígado pero no en tejidos renales ni musculares61. Los pacientes con esta condición, 

además de los síntomas neuronales, tienden a tener anormalidades en el metabolismo, 

reflejado en el aumento de lactato sérico y acidosis láctica, así como anormalidades en el 

sistema digestivo, como necrosis hepatocelular, aumento de lípidos intracelulares en los 

hepatocitos y esteatosis microvesicular hepática62,63. El síndrome de Leigh puede 

presentarse ante cualquier deficiencia en los complejos de la cadena de la fosforilación 

oxidativa, ya sea en genes nucleares o mitocondriales. 

La integración de datos de DNA (mapeo en la región 2p16-21 con 15 genes candidatos), 

RNA (mRNA con patrones de expresión parecidos a genes mitocondriales) y proteína 

(proteómica de mitocondria aislada de la línea celular humana HepG2) se utilizaron para 

identificar el gen causal de esta variante del síndrome de Leigh60. Mediante la 

secuenciación de los exomas de LRPPRC en dos pacientes se encontró un cambio de base, 

en el exón 9, que resulta en un cambio en el aminoácido 354 (A354V) y al genotipar los 

pacientes restantes, 21 de 22 fueron homocigotos para la mutación, mientras el último 

fue heterocigoto en adición con una deleción de 8 nucleótidos en el exón 35, resultando 

en un codón de terminación prematuro; la mutación no estaba presente en ninguno de los 

controles. Estas dos mutaciones proporcionan evidencia de la implicación de LRPPRC como 

la causante de la variante franco-canadiense del síndrome de Leigh60.  

 

Enfermedad de Parkinson 

En otros estudios, se reportó asociación de LRPPRC con la enfermedad de Parkinson (EP). 

Esta es una condición neurodegenerativa caracterizada por temblor, rigidez y 

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 más de un familiar afectado, por lo que hay una fuerte 

asociación genética. 

De todos los mecanismos asociados a EP, la vía de PINK1/Parkin es de la más estudiada. 

En esta vía, existe fisión mitocondrial lo cual inicia la mitofagia por ubiquitinación de 

mitofusinas. En un estudio para estudiar más este mecanismo, se aislaron proteínas 

directamente asociadas con PINK1 y se identificaron 14 proteínas presentes en diferentes 

sitios celulares incluyendo la mitocondria, entre las que se encuentra LRPPRC. Como esta 

proteína está asociada a una patología neurodegenerativa (s. de Leigh), se secuenciaron 

los 38 exones y regiones intrónicas aledañas del gen de 46 pacientes con EP64. Se 

detectaron 4 variaciones sinónimas, 17 cambios intrónicos, 2 en la región 3’UTR y 1 en la 
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5’UTR, por lo que se concluyó que no hay una variante potencialmente patógena, pero no 

podrían descartarse variaciones en la dosis génica.  

En un estudio posterior65, 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 determinó que 4 de las variantes (rs35113761, rs3795859, rs76850904 

y rs7593842) estudiadas influían en el patrón de empalme del RNA y que estos cambios 

eran tejido-específicos. Esto se demostró al tener diferentes patrones en el empalme del 

RNA y diferentes isoformas dependiendo si la variante estaba presente y de la línea 

celular humana (HeLa, HEK293T y SH-SY5Y) en la cual se expresó65. Se predijo 

bioinformáticamente que estos cambios y la formación de isoformas provocaría  skipping 

de los exones aledaños a las variantes identificadas y posibles proteínas truncas; por lo 

que estas variantes podrían causar alteraciones en la estructura o la funcionalidad de la 

proteína. 

 

Cáncer 

Varios estudios demuestran que cambios en la expresión de LRPPRC, sobretodo con 

sobre-expresión, están implicados en desarrollo de diferentes tipos de cáncer66 (Tabla 

3.4). Un ejemplo es en el cáncer de próstata, en el cual se ha observado que la elevación 

de niveles de LRPPRC está asociado positivamente con el grado del tumor, metástasis y 

niveles de antígeno prostático sérico, así como con un mal pronóstico. 

En estudios con distintos modelos cancerígenos, se ha demostrado que la inhibición 

artificial de LRPPRC mediante siRNAs disminuyó el crecimiento de células gástricas 

cancerosas. Por su parte, en un modelo knock-down se disminuye la invasión, capacidad 

anti-apoptótica y la capacidad formadora de colonias in vitro en células de Linfoma de 

Hodgkin.  
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Muestras de cáncer Método Expresión de LRPPRC Ref. 
213 muestras de médula ósea 
proveniente de pacientes con 
leucemia mieloblástica crónica 

 

PCR cuantitativa El modelo con varios genes 
(incluyendo a LRPPRC) está 
asociado a un aumento de 

riesgo a una recaída. 

(67) 

38 muestras de 
adenocarcinomas pulmonares 

Inmunohistoquímica con 
acercamiento de Proteómica 

Niveles de LRPPRC aumentados 
en tejidos cancerosos 

comparados a tejidos pareados 
sin signos de tumoración. 

 

(68) 

253 muestras de cáncer 
gástricos 

Tinción inmunohistoquímica Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos control pareados. 

 

(69) 

12 muestras de cáncer 
gástricos 

Etiqueta de masa en tándem (TMT) 
y subsecuente espectrometría de 

masas 

Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos sanos adyacentes. 

 

(70) 

112 muestras de cáncer de 
próstata 

Tinción inmunohistoquímica Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos HPB. 

 

(71) 

111 muestras de cáncer de 
próstata 

Tinción inmunohistoquímica Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos HPB. 

 

(72) 

198 muestras de cáncer de 
próstata 

Tinción inmunohistoquímica Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos HPB. 

 

(73) 

133 muestras de cáncer 
colorectal 

Las etiquetas isobáricas para 
cuantificación relativa y absoluta y 

tinción inmunohistoquímica 

Niveles de LRPPRC  
aumentados en tejidos 

cancerosos comparados a 
tejidos colorectales sanos. 

 

(74) 

20 muestras de carcinoma de 
células escamosas del epitelio 

de la lengua 

Micro-ensayo de hibridación 
diferencial de metilación y 

secuenciación del genoma por 
bisulfito 

 

Islas CpG asociadas a 
promotores de LRPPRC se 

encuentran hipermetiladas. 

(75) 

20 muestras de 
adenocarcinoma pulmonar, 9 

de carcinoma de células 
escamosas del epitelio 
esofágico, 14 de cáncer 
gástrico, 7 de cáncer de 

colon, 11 de mamario, 13 de 
adenocarcinoma endometrial 

y 8 de linfoma difuso de 
células-B grandes 

Tinción inmunohistoquímica Tejidos cancerosos expresan 
LRPPRC de manera abundante, 

mientras que el tejido 
adyacente no-neoplásico tiene 

mínima expresión. 

(76) 

Tabla 3.3. Implicaciones de la alta expresión de LRPPRC en diferentes tipos de cáncer. 

HPB: Hiperplasia prostática benigna. Modificado de Cui et al, 2019. 
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Patologías varias. 

LRPPRC estaría implicado en otras condiciones que no están relacionadas directamente 

con condiciones neurológicas o cáncer66, por ejemplo, se ha documentado un riesgo 

incrementado de eventos cardiovasculares y  tromboembolismo venoso. En un estudio de 

secuenciación de exoma completo de dos familias con Trombofilia, la variante 

rs372371276 (localizada en el intrón 13 de LRPPRC) se asoció al riesgo de padecer 

tromboembolia venosa77. 

También se ha establecido su participación en infecciones virales. En dos estudios knock-

down de LRPPRC, se demostró que hay una inhibición de la infección por virus de 

Hepatitis C y en segundo otro estudio se evidenció que se disminuye la replicación del 

virus ante una infección por HIV-1 en líneas celulares, pero no hay influencia en el 

ensamblaje de la cápside con el RNA78.  

Adicionalmente, mediante un estudio de espectrometría de masas diferencial e 

inmunoprecipitación, se identificó la interacción de LRPPRC con el dominio de unión de la 

neurofibromina con la tubulina. La neurofibromina está codificada por el gen NF1 

(Neurofibromina 1). Deleciones o mutaciones de pérdida de función en el gen NF1 es la 

causa de la neurofibromatosis tipo 1, el síndrome hereditario más común de 

predisposición para el desarrollo de tumores79.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Interacciones de LRPPRC con diferentes enfermedades y procesos biológicos. 

Un mayor tamaño de la flecha y la intensidad del color del óvalo son indicadores de un mayor 

número de citas en la literatura que apoyan dichas relaciones con estas funciones. Modificado de 

Lightowlers et al, 2013. 
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Cabe señalar que la información 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 alteración en su 

expresión, ya sea al alta o a la baja, resulta en patología. Por lo anterior es importante 

estudiar el papel de LRPPRC en las diferentes patologías humanas, ya que eventualmente 

podría proponerse como un blanco terapéutico. 
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Las variantes del haplotipo del gen LRPPRC asociadas a la hipertrigliceridemia severa 

familiar son variantes funcionales que pudieran contribuir a la elevación de triglicéridos 

séricos en humanos o bien existen otras variantes funcionales en desequilibrio de 

ligamiento con las inicialmente asociadas dentro del mismo locus? 

 

5. HIPÓTESIS 

Las variantes en el gen de LRPPRC asociadas a la hipertrigliceridemia familiar afectarán la 

función de LRPPRC a través de distintos mecanismos: a) modificando la estructura 

primaria de la proteína, b) alterando el empalme del mRNA c) alterando la expresión del 

gen, o d) alterando la regulación epigenética del locus. La alteración en LRPPRC, afectará 

de manera secundaria los niveles de mRNA mensajeros mitocondriales que codifican para 

las enzimas involucradas en la fosforilación oxidativa y la β-oxidación. 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si las variantes asociadas a la hipertrigliceridemia severa familiar alteran la 

expresión del gen LRPPRC; así como identificar posibles variantes adicionales en el locus. 

De manera conjunta, identificar alteraciones en la expresión de genes mitocondriales, 

relacionados a la disfunción de LRPPRC para contribuir a la elevación de triglicéridos 

séricos en humanos. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

○ Secuenciar los exones de LRPPRC para identificar posibles variantes en la región 

codificante que potencialmente afecten su función. 

○ Analizar la expresión de LRPPRC y genes mitocondriales a partir de biopsias 

hepáticas de pacientes portadores y no portadores de las variantes asociadas 

mediante cuantificación de mRNA. 

○ Búsqueda de posibles diferencias en los patrones de empalme del RNA a partir de 

biopsias hepáticas de pacientes portadores y no portadores de las variantes 

asociadas. 

○ Búsqueda de información bioinformática de posibles interacciones a largo alcance y 

de organización de la cromatina en el locus de LRPPRC a partir de datos públicos de 

Hi-C y marcas epigenéticas de la cromatina en tejido hepático. 

○ Búsqueda bioinformática de posibles alteraciones en la unión de factores de 

transcripción en el locus de las variantes que potencialmente afecten su unión. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Participantes del estudio y muestras 

Para la identificación de posibles variantes en la región codificante de la proteína, 

analizamos muestras de sangre periférica  

 

Población de estudio 

Casos de HTG y controles normolipidémicos portadores y no portadores del haplotipo de 

riesgo no relacionados provenientes del estudio de asociación genómica mencionado en 

los antecedentes (Datos aun no publicados). (Tabla 7.1) 

 

Criterios de inclusión  

Hombres y mujeres mayores de 18 años 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 fármacos hipolipemiantes).  

 

Criterios de exclusión 

Relación familiar entre pacientes, otras causas primarias de HTG, embarazo, falla renal 

y/o hepática graves, consumo de alcohol mayor a 10 bebidas por semana, infección 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 Sí 

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. Información de los pacientes cuyas muestras de sangre fueron utilizadas para 

la secuenciación de exones de LRPPRC. WT: Wild type (no portador). 

 

Para la búsqueda de posibles diferencias en los patrones del empalme del RNA y estudios 

de expresión se utilizaron biopsias hepáticas  

 

Población de estudio 

Pacientes portadores y no portadores de las variantes de riesgo sometidos a un bypass 

gástrico que justificaba la toma de biopsias de tejido hepático con obesidad mórbida 

pareados por edad (±5 años), sexo e IMC (±5 kg/m2)  (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. Información de los pacientes cuyas muestras de tejido hepático para estudios 

de expresión y para búsqueda de isoformas de LRPPRC. WT: Wild type (no portador).  

 

Criterios de inclusión 

Hombres y mujeres mayores 18 años no relacionados portadores y no portadores de las 

variantes de riesgo provenientes de un protocolo de obesidad mórbida. 

 

Criterios de exclusión 

Relación familiar entre pacientes, embarazo, falla renal y/o hepática graves, consumo de 

alcohol mayor a 10 bebidas por semana, infección por VIH, cualquier enfermedad aguda 6 

semanas previas a la toma de muestra e hipotiroidismo sin tratamiento. 

 

 

Secuenciación Sanger 

Diseño de oligonucleótidos 

El diseño de los oligonucleótidos para la reacción de PCR de amplificación y la reacción de 

PCR de secuenciación se realizó 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 oligonucleótidos se diseñaron para que 

hibridaran en las regiones intrónicas adyacentes a los exones de LRPPRC; para la región 

de interacción, regiones sobrelapadas. Las secuencias de los oligonucleótidos se 

encuentran en la Tabla suplementaria 2.1. 

 

PCR de amplificación  

Las reacciones de PCR de amplificación se realizaron a partir de DNA genómico extraído 

de sangre periférica mediante el kit de extracción QIAamp 96 DNA Blood Kit (Qiagen) 

conforme al protocolo del fabricante. Para la amplificación de las regiones exónicas se 

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
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utilizó la enzima HotStart Taq Polimerasa (Quiagen) y para la región de interacción del 

intrón 23, la mezcla de polimerasas LongRange PCR (Quiagen).   

 

PCR de secuenciación  

Después de la purificación del producto de PCR mediante el uso de las columnas QIAquick 

Spin Columns (Qiagen) y subsecuente electroforesis en gel de agarosa al 2%, se realizó la 

reacción de secuenciación mediante la técnica de Sanger con el terminador BigDye 

(Applied Biosystems). La reacción de secuencia fue purificada por medio de columnas con 

Sephadex, para después deshidratarla y enviar a procesamiento a la Unidad de Apoyo a la 

Investigación (RAI, INCMNSZ) mediante electroforesis capilar. Se recibía un archivo con el 

electroferograma de la secuencia. El análisis de la secuencia incluía revisión de la calidad 

del electroferograma, alineamiento con secuencia de referencia con la herramienta 

bioinformática de alineamiento BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y búsqueda de señales heterocigotas. 

 

Portales bioinformáticos para recolección de información 

Los portales de predicción 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.cgi). 

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 transcripción 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) y 

Toolkit for Cistrome Data Browser (http://dbtoolkit.cistrome.org/).  

   

Cultivo celular 

Utilizamos la línea celular HepG2 como control positivo de la expresión de LRPPRC. Esta 

línea celular se creció en medio DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 

10% y mezcla de antibióticos y antimicótico 100x al 0.5% (10’000 unidades/ml de 

penicilina, 10’000 µg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de antimicótico Fungizone) en 

botellas de cultivo de 75 cm2. Los cultivos se mantuvieron en incubación a una 

temperatura de 37° C, atmósfera con CO2 al 5% y humedad relativa del 100% hasta 

llegar a una confluencia aproximada de 70% (aproximadamente 7x106 células; 90 mil 

células/cm2). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.mutationtaster.org/
http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml
http://fairbrother.biomed.brown.edu/spliceman/index.cgi
http://kobic.kr/3div/hic
http://cistrome.org/db/#/
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
http://jaspar.genereg.net/
https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search/index.php
http://dbtoolkit.cistrome.org/
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Extracción de ácidos nucléicos  

A partir del cultivo de las células HepG2, se hizo una extracción simultánea de DNA 

genómico y RNA total mediante el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) para extraer de 

manera simultánea DNA genómico y RNA total de las células. Se realizó el protocolo de 

manera establecida por el fabricante. Para las muestras de tejido hepático sólo se extrajo 

RNA total con el reactivo de lisis QIAzol.  

 

Síntesis de cDNA 

Se utilizaron 3 métodos para la síntesis de cDNA a partir de 1 μg de RNA total extraído de 

tejido hepático y líneas celulares. 

En el primero utilizamos el Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo 

Scientific) que contiene oligonucleótidos aleatorios de secuencias desconocidas. 

Para el segundo y tercer método utilizamos el RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Thermo Scientific) en el que se realizó una síntesis de cDNA con un oligonucleótido con 

varias repeticiones del nucleótido T (dT)18 y otra síntesis con oligonucleótidos diseñados 

a unirse en una región determinada del mRNA de LRPPRC.  

 

PCR cuantitativa 

Se utilizaron 2 métodos para la PCR cuantitativa a partir de cDNA proveniente de tejido 

hepático y de la línea celular HepG2. 

Para el estudio de expresión de LRPPRC en cDNA de portadores y no portadores de las 

variantes de riesgo, se usó el ensayo TaqMan específico para LRPPRC (TaqMan® Gene 

Expression Assays, Assay ID: Hs00939019_m1), oligonucleótidos específicos para el gen 

de referencia GUSB y el reactivo TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Scientific). 

Las condiciones se realizaron por duplicado. 

Para la evaluación de la expresión génica de genes mitocondriales, se utilizó el sistema 

SYBR GREEN, con oligonucleótidos específicos reportados en la literatura para cada gen. 

Los genes blanco fueron ND1, ND6, CYTB, COX1, ATP6, ATP8 y los genes de referencia 

h18s, β-actina y GAPDH. Las condiciones se realizaron por triplicado.  

Utilizamos el equipo StepOne Plus (Applied Biosystems). 

 

Análisis estadístico 

Para los análisis de expresión de genes mediante qPCR cuantitativa, se utilizó la prueba 

no paramétrica U de Mann Whitney para comparar diferencias de expresión entre 

portadores y no portadores (valor p menor a 0.05 es estadísticamente significativo).   
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8. RESULTADOS 

 

Búsqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC 

A partir de la identificación de las 3 variantes de riesgo (rs7593842, rs58811869 y 

rs72877186) en pacientes con HTGSF mediante un estudio de secuenciación de exoma 

completo, fue necesario averiguar si existen otras variantes que pudieran relacionarse 

funcionalmente con la HTG severa. Por lo tanto, el primer paso consistió en una búsqueda 

más específica y profunda en el locus de LRPPRC mediante la secuenciación 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 así afectar la función de la proteína. 

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 

asociación de LRPPRC y mediante secuenciación por el método de Sanger, se obtuvieron 

las secuencias de regiones intrónicas adyacentes a los exones, la unión exón-intrón y la 

región exónica.  

De estas secuenciaciones se identificaron 17 variantes (Tabla 8.1): 2 variantes exónicas y 

15 variantes intrónicas. 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 2 y 3), 1 es 

heterocigota compartida por 3 portadores (portador 2, 3 y 4) y 3 están presentes en 1 

sólo portador (portadores 1 y 3). 

De las 10 variantes compartidas (3 portadores homocigotos y 1 heterocigoto), una de las 

variantes es exónica (rs6741066). Esta se trata de una variante silenciosa/sinónima, ya 

que hay cambio en un nucleótido, pero no en el aminoácido (p.Q82Q). Las 9 variantes 

restantes son intrónicas, por lo que no habría una afectación directa a la secuencia 

codificante de la proteína; aunque pudieran influir en el empalme alternativo para alguna 

isoforma de LRPPRC.  

De estos resultados se puede inferir que existen más variantes homocigotas compartidas 

en los portadores de las variantes originalmente asociadas pero que no afectan la 

estructura primaria de la proteína.  
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Posición 
génica 

Variación en el 
DNA 

No. en NCBI Presencia en 
portadores 

Prevalencia en 
la población 

(AMR/MXL) 

Base de 
datos 

Exón 2 c.246G>A (p.Q82Q) rs6741066 4 portadores 
3 homocigotos y 1 

heterocigoto 
 

0.445/0.461 1000 
Genomes 
Fase 3 

Intrón 3 IVS3-132C>G rs6721144 4 portadores 
homocigotos 

0.154/0.070 1000 
Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 6 IVS6-70T>C rs17031786 4 portadores 

homocigotos 
0.156/0.070 1000 

Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 9 IVS9+30A>G *rs7593842 4 portadores 

homocigotos 
0.154/0.070 1000 

Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 12 IVS13-56T>G rs10190161 3 portadores 

homocigotos 
0.569/0.570 1000 

Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 15 IVS15+11C>G *rs58811869 

 

4 portadores 
3 homocigotos y 1 

heterocigoto 
 

0.144/0.078 1000 
Genomes 
Fase 3 

 
IVS15+114 - 2 portadores 

heterocigotos 
 

- - 

Intrón 17 IVS18-28T>G *rs72877186 4 portadores 
homocigotos 

0.156/0.078 1000 
Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 19 IVS20-54C>A rs79868165 1 portador 

heterocigoto 
0.003/0.016 1000 

Genomes 
Fase 3 

 

Intrón 20 IVS20-40A>C rs7594526 4 portadores 
homocigotos 

0.411/0.477 1000 
Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 22 IVS22+27T>G rs28394191 4 portadores 

homocigotos 
0.585/0.523 1000 

Genomes 
Fase 3 

 
IVS22+41C>T rs368657323 1 portador 

heterocigoto 
5.812e-05/- gnomAD 

exomes 
 

Intrón 28 IVS28+21C>A rs7568481 4 portadores 
homocigotos 

0.592/0.555 1000 
Genomes 
Fase 3 

 
Intrón 29 IVS30-289C>T rs4952691 3 portadores 

homocigotos 
0.644/0.586 1000 

Genomes 

Fase 3 
 

Exón 30 c.3235T>A 

(p.S1079T) 

rs769476622 1 portador 
heterocigoto 

5.784e-05/- gnomAD 
exomes 

 
Intrón 30 IVS31-264C>T - 3 portadores 

heterocigotos 
 

- -  
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Intrón 37 IVS37+37G>A rs2955280 4 portadores 
homocigotos 

0.640/0.578 1000 
Genomes 
Fase 3 

Tabla 8.1. Variantes identificadas en los exones y unión exón-intrón de LRPPRC en los 4 

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

población con ancestría mexicana en Los Ángeles, California, EUA. /: Comparación 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 

podrían ser parte del haplotipo de riesgo, pero 9 de estas variantes identificadas son 

intrónicas, por lo que la posible implicación funcional no resulta obvia. Por esta razón se 

realizó una búsqueda bioinformática en portales de predicción de las posibles 

consecuencias de la presencia de estas variantes de secuencia.  

Los portales de predicción utilizados fueron: Mutation Taster80, Human Splicing Finder81 y 

Spliceman Web Server82. En estos sitios de predicción, se determina un valor umbral 

(score). Si la variante afecta las características de la proteína, 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 tomándolos de manera conjunta, 

se estableció un criterio de inclusión para considerar la afectación como probable, el cual 

fue: 1) la cercanía de la variante con la unión exón-intrón, 2) que en el portal Mutation 

Taster se predijeran cambios importantes en la proteína o que hubiera omisión de exones, 

3) varios cambios y cambios con score alto en el portal Human Splicing Finder, 4) así 

como un porcentaje alto en la predicción hecha en Spliceman Web Server. Tomando en 

cuenta estos criterios, se seleccionaron 6 variantes para experimentos funcionales 

posteriores: rs6721144 (intrón 3), rs7593842 (Intrón 9), *rs58811869 (Intrón 15), 

rs7594526 (Intrón 20), rs28394191 (Intrón 22), rs7568481 (Intrón 28). A partir de ahora 

en este trabajo, las variantes se identificarán dependiendo del intrón donde se 

encuentren; V3, V9, V15, V20, V22 y V28, respectivamente. La variante de riesgo 

(rs72877186) no fue incluida ya que se predecían cambios sutiles por la presencia de esta 

variante. 

Este análisis in-silico reveló que una posible afectación de las variantes intrónicas sería en 

el proceso de empalme del RNA en regiones importantes para el procesamiento de los 

intrones y posiblemente tener cambios a nivel de proteína. 
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Variante Distancia del sitio 
de unión 

exón/intrón (pb) 

 Mutation taster  Human Splicing 
Finder 

 Spliceman 
Web Server+ 

rs6721144 132 
 

 Ganancia de sitio 
donador de empalme 

del RNA. 

 Nuevo sitio de 
empalme del RNA e 
interrupción de otro 

 

 54% 

    Roto el motivo del 
branching 

 

 
   Omisión de exones y 

características de la 
proteína afectada 

  

    Roto sitio de 
enhancer y nuevo 

sitio silencer 

 

rs17031786 70 
 

 Sitios aceptor y 
donador 

incrementados 
 

Ganancia de sitio 
donador 

 

 Nuevo sitio enhancer 
en el alelo mutado 

 96% 

   Omisión de exones y 
características de la 
proteína afectada 

  

*rs7593842 30  4 sitios aceptores 
sutilmente 

incrementados 

 Nuevo sitio de 
empalme del RNA 

 59% 

rs10190161 56 
 

 Sin cambios en sitios 
de empalme del RNA 

 Roto el motivo del 
branching 

 71% 

*rs58811869 11 
 

 Sin cambios en sitios 
de empalme del RNA 

 Nuevo sitio de 
empalme del RNA 

 

 61% 

    Roto el motivo del 
branching 

 

 

    Nuevo sitio enhancer 
y roto un sitio silencer 

 

*rs72877186 28  Sin cambios en sitios 
de empalme del RNA 

 Nuevo sitio silencer y 
roto otro sitio silencer 

 86% 

rs7594526 92  Sitio aceptor 
incrementado 

 Cambios en el sitio de 
branching 

 

 75% 

    Nuevo sitio enhancer 
y roto otro sitio 

enhancer 
 

 

   Omisión de exones y 
características de la 
proteína afectada 

  

    Roto sitio silencer  

rs28394191 27  Sitio donador 
ligeramente 

incrementado 

 Nuevo sitio de 
empalme del RNA 

 

 74% 

    Nuevo sitio silencer  

rs7568481 21  Un sitio donador 
incrementado y 
ganado otro sitio 

donador 
 

 Crea un nuevo sitio 
de empalme del RNA 

 62% 

   Omisión de exones y 
características de la 
proteína afectada 

  

rs2955280 37  Sin cambios en sitio 

empalme del RNA 

 Nuevo sitio silencer, 

pero score bajo 

 80% 

Tabla 8.2. Recopilación de información para las variantes compartidas de entre los 4 

pacientes portadores. *: Variantes pertenecientes al haplotipo de riesgo. SWS+: entre más alto 

el porcentaje, más 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 esperaría entonces que 

las variantes no estuvieran presentes en no portadores, porque su ausencia confirmaría 

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 búsqueda de las variantes seleccionadas mediante 

secuenciación Sanger. Se utilizaron las mismas condiciones experimentales que las 

empleadas en los portadores homocigotos del haplotipo de riesgo. 

De esta secuenciación se determinó 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 relación a la variante 20, se 

identificaron 10 muestras que presentaban el polimorfismo de manera homocigota, 6 

muestras de manera heterocigota y no se encontró en 3 muestras. La variante V3 no se 

encontró 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 confirmó su ausencia en muestras de no portadores, se decidió continuar con más 

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) 
*V9 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 patrón de empalme del RNA, originando el skippin del exón 9, que podría dar lugar a 

una proteína trunca45 (Figura Suplementaria 1.2). En el caso de la variante V15, se 

demostró que su presencia tiene influencia en la unión de factores de transcripción37 

(Figura suplementaria 1.3), además de ser la variante más cercana a la unión exón-

intrón, por lo que es posible también que afectara el empalme del RNA. 

Por lo que como siguiente paso se buscó la posible presencia de transcritos alternativos 

derivados de las variantes intrónicas identificadas. Las muestras de tejido hepático 

provienen de biopsias de pacientes provenientes de un estudio de Obesidad Mórbida en 

las que se aisló RNA total (Tabla 8.4). Estas muestras de RNA también fueron utilizadas 

para experimentos de nivel de expresión posteriores (Sección 8. Estudios de niveles de 

expresión de genes en tejido hepático y línea celular humana HepG2).  

Por la importancia del tejido hepático en el metabolismo de lípidos, se utilizaron muestras 

de RNA de la línea celular de hepatocarcinoma HepG2 como control positivo ya que en la 

literatura se reporta que expresa LRPPRC de manera endógena83. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 hepático. 

 

  



45 
 

Búsqueda de isoformas de LRPPRC 

Procedimos al diseño de oligonucleótidos para la amplificación selectiva de estos posibles 

transcritos alternativos a partir de cDNA proveniente de RNA de tejido hepático de 

portadores y no portadores, así como de RNA de la línea celular HepG2. Pensando en las 

probables consecuencias de un defecto en el empalme del RNA, se diseñaron 

oligonucleótidos en los exones cercanos a las variantes a estudiar: exón anterior a la 

variante y un exón posterior (paneles superiores en Figura 8.1A y 8.1B). 

Se observó que el peso de los amplicones era igual al esperado en las dos condiciones de 

búsqueda 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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A 

 
 

 
 

 
B 

 
 

 
Figura 8.1. Búsqueda de isoformas de LRPPRC. En los paneles superiores (A) y (B) se muestra 

una representación esquemática de la zona donde se encuentra la variante de interés (flechas 

verticales negras) y la zona del cDNA de LRPPRC donde estarían hibridando los oligonucleótidos 

(flechas horizontales azules y rojas; los colores son para representar los pares diferentes 

utilizados). Paneles inferiores (A) y (B) se muestra el análisis de PCR de punto final de la 

retrotranscripción 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 pequeños fueran inestables y escaparan su 

detección, decidimos ampliar la región de amplificación río arriba (Exón 6-Exón 8), río 

abajo (Exón 8-Exón 17) respecto a la variante V9 y ambas (Exón 6-Exón 17), conteniendo 

a las dos variantes (paneles superiores en Figura 8.2A, 8.2B y 8.2C). Además, utilizamos 

3 métodos distintos para la síntesis de cDNA para encontrar la condición en la cual 

pudiera estar más enriquecidos transcritos alternativos: oligonucleótidos aleatorios, 

oligonucleótido (dT)18 (18 Timinas para hibridar con la cola de poli-A en mRNA maduros) 

y oligonucleótidos específicos para el mRNA de LRPPRC. Las muestras iniciales para 

evidenciar la presencia de un posible amplificado alternativo fueron cDNA de la línea 

celular HepG2, un portador heterocigoto (HT) y un  individuo no portador (WT); ya que la 

cantidad de mRNA hepático era limitado.  

En el panel inferior de la Figura 8.2A se muestra la amplificación de cDNA sintetizado con 

oligonucleótidos aleatorios y la presencia de 3 amplificados de diferente tamaño en las 3 

muestras utilizadas. El amplificado de aproximadamente 320 pb (remarcado en la Figura 

8.2A) se purificó y secuenció, para comprobar su identidad. Se identificó la secuencia 

como un fragmento del exón 8 (89 pb), el exón 9 completo (146 pb) y el inicio del exón 

10 (26 pb). En los amplificados Exón 6-Exón 10 y Exón 6-Exón 17, no hay evidencia de 

una isoforma alternativa (Figura suplementaria 1.4)   

La siguiente condición de síntesis de cDNA fue con un oligonucleótido (dT)18 (Panel 

inferior en Figura 8.2B). La reacción de amplificación se realizó con el oligonucleótido 

sentido que se une al exón 6 (la región más río arriba) y el oligonucleótido (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 tamaños 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 último de 

aproximadamente 1150 pb; con la muestra WT se obtuvieron dos amplificados cercanos a 

1000 pb y uno de aproximadamente de 800 bp. Mediante secuenciación Sanger se 

identificó que ninguno de los 9 amplificados obtenidos corresponde a la secuencia de 

LRPPRC, por lo que se trata de amplificados inespecíficos. 

El último método utilizado para sintetizar cDNA fue con oligonucleótidos específicos para 

el mRNA de LRPPRC; el oligonucleótido sentido se une al exón 6 y el antisentido al exón 

17 (mismos sitios que el panel superior en Figura 8.2A). Amplificación con los mismos 

oligonucleótidos de síntesis obtuvo un amplificado de aproximadamente 800 pb, el cual 

fue complicado de purificar y secuenciar, por lo que se modificó la condición de 

amplificación y se utilizó el mismo oligonucleótido sentido que el de la síntesis y para el 

antisentido, se utilizó un oligonucleótido que se une al exón 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 identificó 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 

exón 6, los primeros 5 nucleótidos del exón 7, ausencia de los primeros 4 nucleótidos del 
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exón 10, una secuencia de 7 nucleótidos que son compartidos del exón 7 y 10 y continúa 

la secuencia del exón 10. Por lo anterior, en este amplificado se pierde un fragmento del 

exón 7, los exones 8 y 9 completos y los primeros 4 nucleótidos del exón 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 ningún transcrito alterno, exclusivo de la muestra del paciente portador 

heterocigoto. La variante V9 se ha probado que influye en patrones de empalme del 

RNA45, por lo que pudiera estar participando en estas diferentes isoformas identificadas. 
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A) 

 

B) 

 
 

C) 

 
Figura 8.2. Búsqueda de isoformas de LRPPRC con 3 condiciones de síntesis de cDNA. 

Amplificados de cDNA sintetizado con A) oligonucleótidos aleatorios, B) oligonucleótido poli (dT)18 

y C) oligonucleótidos específicos para cDNA de LRPPRC. En los paneles superiores (A), (B) y (C) se 

muestra una representación esquemática de la zona donde se encuentra la variante de interés 

(flechas verticales negras) y la zona del cDNA de LRPPRC donde se estarían uniendo los 

oligonucleótidos (flechas horizontales; los colores son para representar los pares diferentes 

utilizados). Paneles inferiores (A), (B) y (C) se muestra el análisis de PCR de punto final de la 

retrotranscripción 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 expresión de genes mitocondriales en tejido hepático y la 

línea celular humana HepG2 

Decidimos también evaluar si existían diferencias en la abundancia de mRNA de LRPPRC y 

genes mitocondriales dependiendo de la presencia de los alelos de riesgo en tejido 

hepático. Se utilizó el mismo RNA proveniente de las muestras de biopsias hepáticas de 

pacientes no relacionados portadores y no portadores de las variantes de riesgo (Sección 

8. Búsqueda de isoformas de LRPPRC). El estudio de expresión se dividió en 2 partes, la 

primera fue la validación del método y la segunda, el análisis de los ensayos de la PRC 

cuantitativa. Como control positivo de expresión de LRPPRC y genes mitocondriales se 

utilizó el cDNA de la línea celular humana HepG2 para la validación del método, 

incluyendo la compatibilidad de las sondas TaqMan y los oligonucleótidos específicos 

utilizados para los genes blanco y de referencia. Analizamos los datos obtenidos de las 

curvas de amplificación o Ct, que corresponde al ciclo en el cual la curva de detección 

cruza el umbral determinado para cada trascrito del estudio (Figura 8.3A, 8.3B). 

 

Nivel de expresión para LRPPRC 

Validación del método para expresión de LRPPRC 

Para comprobar que la sonda de expresión para el gen constitutivo GUSB (gen codificante 

para una enzima expresada en la mayoría de los tejidos y está involucrada en la 

degradación de proteoglicanos dentro del lisosoma84) es compatible con la sonda de 

LRPPRC, se realizó una validación del método en el cual se calcula una regresión lineal de 

los ΔCt (CtpromedioLRPPRC-CtpromedioGUSB) con el Log10 de la cantidad de cDNA de cada 

uno de los puntos de una curva estándar a partir de concentraciones decrecientes de 

cDNA. (Figura 8.3C). De la regresión se toma el valor de la pendiente y para que el 

ensayo se considere válido (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 conversión a 

cDNA se convierte en su totalidad a cDNA (eficiencia del 100%). 

Con la primera regresión lineal (Figura 8.3D) el valor de la pendiente es de 0.2294, por lo 

que no se cumple la condición 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 estándar a concentraciones decrecientes de cDNA de HepG2 para 

LRPPRC (gen blanco) y GUSB (gen constitutivo). A) Plot de amplificación de LRPPRC con 5 

cantidades de cDNA B) Plot de amplificación de GUSB con 5 cantidades de cDNA C) comparación de 

las curvas estándar de LRPPRC y GUS D) Curva de regresión de la validación del método y E) curva 

de regresión re-ajustada de la validación del método. (Las diluciones fueron hechas 1:5 y cada 

condición se realizó por triplicado). 
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PCR cuantitativa para la expresión de LRPPRC en muestras de tejido hepático de 

portadores y no portadores 

Una vez validado el método y la compatibilidad de las sondas para los genes LRPPRC y 

GUSB, se procedió a realizar la PCR cuantitativa en muestras de tejido hepático de 

portadores y no portadores del haplotipo de riesgo (Figura 8.4).  

Se realizó la amplificación 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 

expresión relativa calculados mediante el método 2-ΔCt (Figura 8.4C) se les realizó una 

prueba de U de Mann Whitney para probar si había alguna diferencia significativa con los 

valores dependiendo del estado de portador o no portador. El valor p de esta prueba 

estadística fue de 1, por lo que los cambios de expresión genética de LRPPRC observados 

son azarosos (Figura 8.4E), representados en las barras de error en las medias de los 

valores de 2-ΔCt (Figura 8.4D). 

El valor de ΔCt de HepG2 no se consideró, ya que esta muestra representaba únicamente 

el control positivo de la expresión de LRPPRC. 

Por lo tanto, por el tamaño de muestra, además de contar con dos muestras homocigotas, 

no fue posible evidenciar cambios en la expresión de LRPPRC, independientemente de ser 

portador o no del haplotipo de riesgo, ya que las diferencias en la expresión relativa no 

son estadísticamente significativas.   
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A) LRPPRC                                                       B) GUSB 

 
 

C)                                                                     D) 

 
 
                 E) 

Wilcoxon rank sum test 

 

data:  deltaCt by Status 

W = 14, p-value = 1 

alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0 
 

 

Figura 8.4. Expresión relativa de LRPPRC en muestras de tejido hepático de portadores y 

no portadores de las variantes de riesgo. Plots de amplificación de A) LRPPRC y B) GUSB. C) 

Comparación de los valores de 2-ΔCt en muestras de portadores y no portadores, D) comparación 

de medias de los valores de 2-ΔCt en muestras de portadores y no Portadores y E) análisis 

estadístico U de Mann Whitney. WT: Wild Type (no portador).   
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Nivel de expresión para genes mitocondriales 

Al no encontrar diferencias significativas en la expresión de LRPPRC entre portadores y no 

portadores de las variantes de riesgo, se evaluó si pudieran existir cambios en la 

expresión de distintos genes mitocondriales, como se ha observado previamente en la 

literatura51,52,55. Para la qPCR se utilizó el reactivo SYBR GREEN, oligonucleótidos 

reportados en la literatura para la amplificación de los genes ND1, ND6, COX1, CYTB, 

ATP6 y ATP8, así como cDNA proveniente de RNA total de tejido hepático de portadores y 

no portadores de las variantes de riesgo y de células HepG2. 

 

Validación del método para expresión de genes mitocondriales. 

De igual forma fue necesario validar el método y compatibilidad de los oligonucleótidos 

utilizados con el sistema SYBR GREEN, ya que el sistema es diferente al previamente 

utilizado ensayo TaqMan. 

Para la validación se realizaron curvas estándar 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 

pequeña ribosomal 40S y componente básico de células eucariontes85), GAPDH 

(codificante para la enzima Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, enzima clave para la 

glucólisis86) y ACTB (gen codificante para la β-actina, una de las dos proteínas del 

citoesqueleto que es expresada de manera ubicua87). (Figura 8.5). 

De igual manera que en el ensayo TaqMan, la validación se realizó con las regresiones 

lineales de los valores de ΔCt (Ctpromediogenblanco-Ctpromediogenconstitutivo) con los valores 

del Log10 de la cantidad de cDNA de las curvas estándar (Figura 8.5F, 8.5G y 8.5H). Se 

considera validado el método y oligonucleótidos compatibles si el valor de la pendiente en 

la regresión es menor a 0.1.  

Los valores obtenidos de las pendientes en la regresión 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 β-actina, todos los valores de pendiente 

obtenidos para los 6 genes son mayores a 0.1. Se realizó un reajuste de la regresión de 

β-actina, como con LRPPRC y GUSB (Figura 8.3E), al quitar el punto con la concentración 

más alta y aun así, todos los valores de las pendientes de los 6 genes blanco son mayores 

a 0.1. 

Con esta validación se consideraron compatibles los distintos oligonucleótidos para los 

genes blancos mitocondriales (ND1, ND6, COX1, CYTB, ATP6 y ATP8) y para el gen 

constitutivo h18s.  
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A) ND1, ND6, COX1 y CYTB (4/6 genes blanco)      B) h18s 

 
 

C) GAPDH                                                                    D) β-ACTINA 

 
 
 

E)                                                                               F) 

      
 
 
G)                                                                               H) 
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I)  
Gen 
mitocondrial 

Ecuación de la recta (ΔCt vs LOG10 cantidad cDNA) 

h18s GAPDH β-ACTINA β-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 estándar a concentraciones decrecientes de cDNA de HepG2 para 6 

genes mitocondriales (ND1, ND6, COX1, CYTB, ATP6 y ATP8) y 3 constitutivos (h18s, 

GAPDH y β-ACTINA). Plots de amplificación de A) 4 de los 6 genes mitocondriales estudiados 

(ND1, ND6, COX1 y CYTB),  B) h18s, C) GAPDH y D) β-ACTINA; (E) comparación de las curvas 

estándar de los genes blanco y los constitutivos; regresiones lineales de los valores de ΔCt para F) 

h18s, G) GAPDH y β–actina; (I) Ecuaciones de la recta de la regresión lineal de los 3 genes 

constitutivos para la validación del método y compatibilidad de los oligonucleótidos, Verde: método 

validado y oligonucleótidos compatibles, Rojo: no validado y oligonucleótidos no compatibles. (Las 

diluciones fueron hechas 1:5 y cada condición se realizó por triplicado). 
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PCR cuantitativa para la expresión de genes mitocondriales en muestras de 

tejido hepático de portadores y no portadores 

Tomando en cuenta las curvas estándar realizadas en la validación, se determinó que la 

cantidad de cDNA a utilizar con las muestras de tejido hepático para la evaluación de la 

expresión de genes mitocondriales sería de 0.4 ng. Se realizó el ensayo de qPCR para 

evidenciar posibles diferencias de expresión con el sistema SYBR GREEN, oligonucleótidos 

para los genes mitocondriales blanco y para el gen constitutivo h18s, así como cDNA de 

tejido hepático de portadores y no portadores. Cada condición se realizó por triplicado. 

Para los valores de expresión relativa, se calcularon los valores de 2-ΔΔCt en donde  el 

cálculo de ΔΔCt se obtiene mediante la diferencia del ΔCtpromediogenblanco con el 

ΔCtpromediogenconstitutivo. Para hacer las comparaciones de la expresión entre portadores y 

no portadores, se tomó la media de los valores de ΔCt en cada uno de los 6 genes en las 

muestras de no portadores para hacer el cálculo de ΔΔCt y el valor de 2-ΔΔCt en estas 

muestras se normalizó a 1 para comparar con los valores de 2-ΔΔCt calculados para 

portadores.  

Con estas comparaciones de expresión relativa, se observa que en los sujetos portadores 

1 y 3 (Figura 8.6A y 8.6C) no presentan diferencias significativas en la expresión relativa 

de genes mitocondriales, exceptuando el gen COX1 cuya expresión está disminuida. En el 

caso del portador 3, se ve aumentada la expresión del gen ND1, en comparación de la 

normalización del no portador. Para el sujeto portador 2 (Figura 8.6B), se observan una 

expresión disminuida en aproximadamente un 50% de los genes mitocondriales 

analizados. En la Figura 8.6D se muestra la comparación con la normalización de no 

portadores y la media de los 3 valores de 2-ΔΔCt de los portadores con una disminución de 

la expresión de los 6 genes mitocondriales, a pesar de que la dispersión de los datos 

representada en las líneas de error de desviación estándar es alta. Llama la atención el 

valor de expresión relativa para el gen COX1 es el que se encuentra más abatido, aunque 

el valor p (0.063) es limítrofe, aun así resulta estadísticamente no significativo. 

La disminución en la expresión de genes mitocondriales observada en la muestra del 

portador 2 es consistente a lo observado en el modelo murino knock-down a LRPPRC.  



58 
 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

ND1 ND6 CYTB COX1 ATP6 ATP8

Ex
p

re
si

ó
n

 r
el

at
iv

a

Genes mitocondriales

Portador 2 (Homocigoto)

WT

Portador

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

ND1 ND6 CYTB COX1 ATP6 ATP8

Ex
p

re
si

ó
n

 r
el

at
iv

a

Genes mitocondriales

Portador 1 (Homocigoto)

WT

Portador

0

0.5

1

1.5

2

ND1 ND6 CYTB COX1 ATP6 ATP8

Ex
p

re
si

ó
n

 r
el

at
iv

a

Genes mitocondriales

Portador 3 (Heterocigoto)

WT

Portador

A                                                                 B 

 

C                                                                 D 

Figura 9.6. Expresión relativa de genes mitocondriales en portadores de las variantes de 

riesgo. Comparación de la expresión relativa normalizando la media de los valores de 2-ΔΔCt de los 

portadores a 1 y los valores de 2-ΔΔCt de los portadores; los homocigotos (A) y (B), el heterocigoto 

(C) y la media de los 3 portadores (D). WT: Wild Type (no portador). 
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Arquitectura 

tridimensional del 

genoma 

La organización espacial del 

genoma dentro del núcleo en 

eucariontes superiores no es 

azarosa y tiene un papel 

importante en funciones 

celulares como ciclo celular, 

diferenciación y senescencia. 

El empaquetamiento de la 

cromatina provoca contacto 

de regiones distantes y este 

contacto físico entre genes y 

sus elementos regulatorios 

(marcas en la cromatina y 

proteínas) es crucial para 

mecanismos de regulación 

génica. 

TAD (Topologically Associated 

Domain) Regiones en el 

genoma formadoras de asas 

con fronteras definidas con 

función organizacional y de 

regulación de expresión, 

debido a las interacciones del 

loci dentro de esta estructura y 

una mínima o nula interacción 

fuera de la misma.  

Hi-C (high-throughput 

chromosome conformation 

capture)                        Método 

que utiliza ligación de regiones 

en la cromatina con contacto 

físico y una  subsecuente 

secuenciación para identificar 

todas las interacciones que 

ocurren a través del genoma. 

Pombo et al, 2015; Rocha et al, 2015; 

Rowley et al, 2018. 

Búsqueda bioinformática de interacciones a larga distancia y co-localización con 

estados de la cromatina 

Por último enfoque del proyecto, nos propusimos analizar 

posibles interacciones a larga distancia con otros genes del 

mismo locus. 

Con este propósito se realizó una búsqueda en los datos públicos 

de Hi-C del locus de LRPPRC en tejido hepático sano, para 

evidenciar posibles Dominios de Asociación Topológica (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 

darían un indicio de cercanía tridimensional y una posible 

interacción entre genes de la región. 

Se inició con una ventana de 2 Mb (aproximadamente ±1 Mb de 

distancia de LRPPRC) y una resolución en el heatmap de 30 kb 

para identificar el tamaño del TAD en el que estuviera contenido 

LRPPRC, el cual se identificó en la ventana chr2:43825732-

45179748 (GRCh37/hg19). En esta región de aprox 1.4 Mb se 

reportan las siguientes estructuras genéticas: los genes 

codificantes PLEKHH2 (pleckstrin homology, MyTH4 and FERM 

domain containing H2; dominio homólogo conteniendo a H2 de 

pleckstrina, MyTH4 y FERM), LOC728819, DYNC2LI1 (dynein 

cytoplasmic 2 light intermediate chain 1; cadena ligera 

intermediaria 1 de la dineína citoplasmática 2), ABCG5 (ATP 

binding cassette subfamily G member 5; Miembro 5 de la 

subfamilia G de la familia de tipo casete de unión a ATP), 

ABCG8 (ATP binding cassette subfamily G member 8, Miembro 

8 de la subfamilia G de la familia de tipo casete de unión 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 homeótico 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 región 

chr2:44113363-44223144 (GRCh37/hg19; aproximadamente 

110 kb), cercano a la frontera río arriba de la estructura TAD. La 

señal de interacción (que varía en intensidad de rojo) está 
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representado por el heatmap del Hi-C en la Figura 8.7.A. Esta representación muestra dos 

regiones con una mayor interacción dentro del TAD, evidenciando dos posibles estructuras 

sub-TAD de un tamaño aproximado de 600 kb. (Resaltado en la Figura 8.7.A). 

Para las interacciones a larga distancia, se utilizó el inicialmente la misma ventana de 2MB 

y las predicciones de interacciones con la región promotora de LRPPRC. Los criterios para 

tomar en cuenta la interacción como probable fueron que la interacción se encontrara en 

una región dentro del TAD, un valor mayor a 2 en el valor normalizado de la interacción y 

que existiera algún indicio de una región 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 región terminal del gen DYNC2LI1, b) 3 en tándem con los 

genes ABCG5 y ABCG8, c) 4 en tándem dentro de LRPPRC,  d) 3 en tándem con una 

región intergénica (sin genes reportados), e) 1 con el gen PPM1B, f) 3 con el gen 

SLC3A1 y g) 3 con una región 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 locus LRPPRC representa 

una región de regulación a distancia. 
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Figura 8.7. Estructuras tipo TAD presentes en el locus de LRPPRC. A) Matriz de datos 

públicos de Hi-C en tejido hepático sano, B) TADs y estructuras genéticas reportados en la región, 

C) Spider-plot de las predicciones de interacciones con la región promotora de LRPPRC, D) 

Acercamiento de la región de interacciones del promotor de LRPPRC con los genes aledaños. 

Resolución del heatmap: 30 kb. 
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Una vez identificada la posible interacción de la región promotora de LRPPRC con otros 

genes del mismo locus, se analizó si estas interacciones podrían tener un significado 

biológico por medio de un mapeo de datos bioinformáticos con co-localización de marcas 

en la cromatina. Para ello se utilizaron datos públicos de ChiP-seq para las marcas en las 

histonas de regiones enhancer (H3K27ac y H3K4), accesibilidad de la cromatina (DNAsa), 

unión de proteínas de la arquitectura nuclear que delimitan las regiones enhancer (CTCF y 

RAD21; subunidad de la cohesina) en tejido hepático sano y unión de proteínas que 

definen un super-enhancer (MED1) en la línea celular HepG2. Se delimitó la región de 

estudio a la establecida por la estructura TAD, de aproximadamente 1.4 Mb 

(chr2:43825732-45179748). 

La señal de ChIP-seq está representada en picos que superan un score establecido para 

distinguirlas de una señal de fondo. Algunas son únicas y otras son un cúmulo de señal 

que se representa como distintos picos. Para la región en cuestión, la señal de la marca 

de la cromatina H3K27ac (Figura 8.8C) identifica 3 picos de señal únicos y 4 de múltiples 

picos, teniendo la más alta en una región intragénica entre los genes LRPPRC y PPM1. Por 

otra parte, en H3K4me1 (Figura 8.8D), hay más de 10 cúmulos de picos, donde la más 

alta se encuentra en el locus de DYNC2LI1. Asimismo, para la señal de la DNAsa (Figura 

8.8E) se muestran 3 pequeños cúmulos de señal y un pico franco en el locus de LRPPRC. 

Adicionalmente, con las señales de CTCF (Figura 8.8F) se identifican 9 picos únicos, con el 

mayor en una región intergénica entre PPM1B y SLC3A1 así como un patrón de picos muy 

parecido para RAD21 (Figura 8.8G). Por último, para la marca de la cromatina MED1 

(Figura 8.8H), no se observan picos únicos ni con señal alta, sólo 8 pequeños cúmulos. 

De esta forma se identificaron 11 interacciones que co-localizan con señales conjuntas de 

todas las marcas en la cromatina. Las cuales fueron: a) 3 interacciones en tándem en el 

locus que comprende a los genes DYNC2LI1, ABCG5, ABCG8, b) 4 interacciones en 

tándem dentro del locus de LRPPRC y c) 3 interacciones en tándem en la región 

intergénica localizada en las coordenadas chr2:44290000-44305000 (GRCh37/hg19, 15 

kb); entre los genes LRPPRC y PPM1B. 

El cúmulo de estas señales muestra evidencia para que esta región sea considerada como 

de super-enhancer; es decir regiones transcripcionalmente activas por el reclutamiento de 

factores de transcripción que activan la transcripción de genes a distancia y son definidas 

por la unión de MED1 (Mediator 1; mediador 1)88.  

Esta información sugiere que 11 de las 18 posibles interacciones identificadas podrían 

tener un potencial biológico de regulación a distancia. 
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Figura 8.8. Mapeo del locus de LRPPRC. A) genes de la región, B) predicción de interacciones, 

señales en tejido hepático sano de C) H3K27ac, D) H3K4me1, E) DNAsa, F) unión de CTCF y G) 

unión de RAD21 (subunidad de la cohesina). H) Señal en HepG2 de unión de MED1. I) 

acercamiento de la región de aproximadamente de 312 kb (chr2:43,999,679-44,311,991, 

GRCh37/hg19) mostrando la co-localización de predicción de interacciones y marcas en la 

cromatina.  

Chr2 

A) Genes 

B) Interacciones 

C) H3K27ac 

E) DNAsa 

D) H3K4me1 

H) MED1 

G) RAD21 (Cohesina) 

F) CTCF 

I) 



64 
 

Búsqueda de variantes en la región de interacción dentro del intrón 23 de 

LRPPRC.  

De estas interacciones, la más notable fue la identificada dentro del gen LRPPRC. Esta 

región de interacción contiene la señal más 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 transcripción. La región, contiene cuatro interacciones en tándem que abarcan 

desde el intrón 14 hasta el intrón 25 de LRPPRC (20 kb; chr2:44158145-44178144, 

GRCh37/hg19), y en ésta, están incluidas 2 de las 3 variantes asociadas a riesgo de HTG, 

por lo que podría existir una variante en desequilibrio de ligamiento en la región con un 

potencial regulatorio. 

Dentro de esta región, hay una zona que muestra una mayor evidencia de regulación y 

una posible unión de factores de transcripción dada la acumulación de señales en las 

marcas de la cromatina (H3K27ac y H3K4me1) y unión de proteínas (DNAsa, CTCF, 

RAD21 y MED1) analizadas (Figura 8.8.I), así como la co-localización con las 4 

interacciones en tándem. Esta región de 5 kb (chr2:44167190-44171910, GRCh37/hg19) 

abarca parte del intrón 22, el exón 23 y parte del intrón 23. En la secuenciación de los 

exones de LRPPRC (Sección 8. Búsqueda de nuevas variantes en los exones del gen 

LRPPRC) ya se había analizado la secuencia de los exones 22 y 23 y en este análisis se 

identificó la variante V22 (rs28394191) en el intrón 22, cercana al exón 22, que es una 

variante identificada tanto en portadores (Tabla 8.1) como en no portadores (Tabla 8.3). 

Para explorar más esta zona de interés, se realizó la búsqueda de otras variantes que 

pudieran pertenecer al haplotipo de riesgo mediante la secuenciación en la región del 

intrón 22 (chr2:44,171,033-44,172,469, GRCh37/hg19) y una región del intrón 23 

(chr2:44,166,932-44,170,824, GRCh37/hg19) en portadores de las variantes de riesgo 

(Sección 8. Búsqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC).  

De esta secuenciación, se identificaron 2 variantes en el intrón 23 de LRPPRC: rs4263155 

y rs4600713 (Tabla 8.5), a las que nos referiremos como en Variante de Interacción 1 

(VI1) y Variante de Interacción 2 (VI2), respectivamente. Además de su identificación, 

también se determinó que estas dos variantes son compartidas de manera homocigota 

por los 4 portadores del haplotipo de riesgo.  
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Posición 
génica 

Variación en el 
DNA 

No. En NCBI Presencia en 
Portadores 

Prevalencia en 
la población 
(AMR/MXL) 

Base de 
datos 

Intrón 23 IVS23+245 rs4263155 (VI1) 4 portadores 
homocigotos 

0.157/0.086 1000 
Genomes 
Fase 3 

 

IVS23+451 rs4600713 (VI2) 4 portadores 
homocigotos 

0.159/0.086 1000 
Genomes 
Fase 3 

 

Tabla 8.5. Variantes identificadas en la región de interacción dentro del intrón 23 de 

LRPPRC en los 4 portadores homocigotos de las variantes de riesgo. AMR: población 

americana; MXL: población con ancestría mexicana residente en Los Ángeles, California, EUA. 

 

 

 

 

 

Para identificar la posible presencia de las variantes en sujetos sanos no portadores del 

haplotipo, se realizó la búsqueda mediante secuenciación 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 
VI2 0/0/12 

Tabla 8.6. Búsqueda de las 2 variantes identificadas en la región 23 en muestras de no 

portadores sin HTG.  



66 
 

Para estas dos variantes, se realizó una búsqueda bioinformática 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 alteración en proceso de empalme 

del RNA. El criterio que no se cumple con las predicciones anteriormente descritas (Tabla 

8.2) fue la cercanía con la unión intrón-exón, sin embargo, los 3 portales predicen una 

posible implicación en el empalme del RNA. Para las predicciones anteriores, también se 

tomó en cuenta que las predicciones fueran compartidas, que los 3 portales tuvieran 

predicciones, por lo que esta recopilación de información se considera como probable 

(Tabla 8.7). 

De esta forma mediante análisis in silico, se predice que las variantes VI1 y VI2 pudieran 

alterar el proceso de empalme del RNA. 

 

 

 

 

Variante Distancia del 
sitio de 
unión 

exón/intrón 
(pb) 

 Mutation taster  Human Splicing 
Finder 

 Spliceman 
Web Server+ 

VI1 245 
 

 Sitio donador 
ligeramente 

incrementado 
 

 Sitio donador 
ligeramente 

incrementado para un  
potencial nuevo sitio 
de empalme del RNA 

 69% 

   Omisión de exones y 
características de la 
proteína afectada 

 

  

VI2 451  Sitio aceptor 
incrementado 

 Sitio donador 
ligeramente 

incrementado para un  
potencial nuevo sitio 
de empalme del RNA 

 

 56% 

    Nuevo sitio enhancer 
y roto otro sitio 

enhancer 
 

 

   Omisión de exones y 
características de la 
proteína afectada 

 

  

    Ligero incremento de 
sitio silencer 

 

Tabla 8.7. Recopilación de información para las 2 variantes compartidas de manera 

homocigota entre los 4 pacientes portadores. SWS+: entre más alto el porcentaje, más 

probable es que la variante afecte el proceso de empalme del RNA.  
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Adicionalmente, se realizó una búsqueda in-silico complementaria de posibles afectaciones 

en la unión de factores de transcripción mediante el uso de los portales HaploReg v4.1, 

Jaspar 2020, LASAGNA-Search 2.0 y Toolkit for Cistrome Data Browser.  

El análisis in-silico del loci de LRPPRC, reveló la presencia de 8 posibles elementos 

respuesta para diferentes factores de transcripción para la  región de variante VI1: CTCF 

(CCCTC-binding factor; factor de unión 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 

homeótico NANOG), NKX2 (NK2 Homeobox 1; factor homeótico NK2 1), POU5F1 (POU 

class 5 transcription factor 1; factor de transcripción POU 1 clase 5) y STAT (Signal 

transducer and activator of transcription; Señal transductora y activadora de la 

transcripción) (Figura 8.9A). 

Mientras que para la región que comprende la VI2, se identificaron 6 posibles elementos 

respuesta para los factores de transcripción NFE2L1 (Nuclear Factor Erythroid-2 Related 

Factor 1; factor 1 relacionado al factor nuclear eritroide-2), MAFG (MAF bZIP transcription 

factor G; factor de transcripción 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 

interferón), 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, traslocación del cromosoma 18 del sarcoma sinovial) y 

STAT (Figura 8.9B).  

La región que comprende la variante VI1 afecta potencialmente 6 de los 8 elementos de 

respuesta para los factores de transcripción E2F, GNCF, NANOG, STAT, POU5F1 y NKX2 

de manera directa.  

Para la región que comprende la variante VI2, habría afectación directa en los elementos 

respuesta para los factores de transcripción FOXA, IRF y STAT.  

Estos análisis revelan una concentración de información de control transcripcional 

conglomerada alrededor de las variantes identificadas y abre la posibilidad de que el locus 

pudiera reclutar distintos factores de transcripción cuyos elementos modificaran la unión 

de distintos factores de transcripción dependiendo de la presencia de las variantes VI1 y 

VI2. 
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A) 

 

 
B) 

 
 
Figura 8.9. Esquema de la posición de elementos de respuesta a diferentes factores de 

transcripción dentro del loci de las 2 variantes VI1 y VI2. La caja vertical resalta la posición 

del nucleótido que difiere entre ambos alelos. A) Locus de la variante VI1, B) locus de la variante 

VI2. Caja horizontal azul: predicción del portal Toolkit for Cistrome Data Browser. Caja horizontal 

verde: predicción 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 ambigüedad en la secuencia de los elementos 

respuesta: R: base púrica; Y: base pirimídica; S: G o C; W: A o T; K: G o T; M: A o C; B: C, G o T; 

D: A, G o T; H: A, C o T; V: A, C o G. 
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A la vista de que existe una posible unión en factores de transcripción en variantes 

identificadas en la región de interacción, se complementó con una búsqueda 

bioinformática 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 sección 8. Búsqueda de 

isoformas de LRPPRC) y se realizó para identificar si existían datos de alteración en los 

motivos respuesta a factores de transcripción. No se realizó en las variantes V3, V20 y 

V22 ya que se demostró mediante secuenciación (Tabla 8.3) que también están presentes 

en no portadores. 

Este análisis reveló la predicción de 7 posibles elemento respuesta para diferentes 

factores de transcripción para el locus de la variante V9: EZH2 (Enhancer of zeste 2; 

enhancer 2 de la proteína zeste), KLF9 (Krüppel-like factor 9; factor 9 tipo Krüppel), 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 transcripción 1 de la familia RUNX), NCX (también conocido como TLX2 T-cell 

leukemia homeobox 2; factor homeótico 2 de leucemia de células T) y SOX (SRY-related 

HMG-box genes; factor con dominio de alta movilidad relacionado con la proteína región 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; proteína 

dedos de zinc 654), RAD21 (Double-strand-break repair protein, proteína de reparación 

del daño a cadena doble), STAG1 (stromal antigen 1; antígeno estromal 1), ZNF766 

(zinc finger protein 766; proteína 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 

interacción rico en AT de la proteína 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 interacción rico en 

AT de la proteína 3A), GATA (GATA-binding factor; factor de unión a la secuencia GATA), 

NF-κB (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 transcripción 

general IIA) (Figura 8.10B).  

La V9 afectaría de manera directa a 3 elementos (RUNX1, NCX y SOX), mientras que V15 

por lo menos a 8 elementos (RFX5, ARID5A, GATA, NF-κB, PAX5, TFIIA, CTCF Y CTCFL). 

Este análisis propone que estas variantes también podrían tener un efecto en el control 

transcripcional del locus a través de modificar la unión de factores de transcripción 

reclutados en la región.  
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A) 

 
 

B) 

 
 

Figura 8.10. Esquema de la posición de elementos de respuesta a diferentes factores de 

transcripción dentro del loci de las variantes V9 y V15. La caja vertical resalta la posición del 

nucleótido que difiere entre ambos alelos. A) Locus de la variante V9, B) locus de la variante V15. 

Caja horizontal azul: predicción del portal Toolkit for Cistrome Data Browser. Caja horizontal 

verde: predicción 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 ambigüedad en la 

secuencia de los elementos respuesta: R: base púrica; Y: base pirimídica; S: G o C; W: A o T; K: G 

o T; M: A o C; B: C, G o T; D: A, G o T; H: A, C o T; V: A, C o G; N: cualquier base.  
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9. DISCUSIÓN 

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 preparación). Tratándose de variantes intrónicas en desequilibrio de 

ligamiento, decidimos en primera instancia buscar mediante secuenciación Sanger, 

posibles mutaciones o variantes funcionales dentro de los exones y las uniones intrón-

exón del gen LRPPRC, que pudieran ser parte del haplotipo de riesgo inicialmente 

identificado. Adicionalmente, analizamos posibles diferencias en la expresión del gen 

LRPPRC así como de distintos genes mitocondriales a partir de biopsias hepáticas 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 último, mediante estrategias bioinformáticas analizamos posibles 

interacciones a distancia y motivos de unión para distintos factores de transcripción 

presentes dentro del locus de LRPPRC.  

Considerando que las variantes originalmente identificadas (haplotipo de riesgo 

conformado por las variantes rs7593842, rs58811869 y rs72877186) se encuentran 

dentro de regiones intrónicas de LRPPRC, se emplearon distintas estrategias tanto 

bioinformáticas como experimentales para identificar posibles variantes causales dentro 

del locus. A continuación se discuten los resultados obtenidos de las distintas estrategias 

así como las potenciales limitaciones de cada una de ellas: 

 

Variantes identificadas mediante secuenciación de los exones del gen LRPPRC. 

En la Tabla 8.1 se muestran las variantes identificadas mediante secuenciación de los 38 

exones del gen LRPPRC en los sujetos portadores de las variantes de riesgo. La variante 

encontrada en el exón 2 (rs6741066) en los portadores del haplotipo de riesgo es una 

variante silenciosa/sinónima. Por su parte, la variante del exón 30 solo se identificó en 

uno de los portadores del haplotipo de riesgo, portador 3 (rs769476622). Si bien esta 

variante resulta en el cambio de aminoácido (missense), mediante herramientas 

bioinformáticas (PolyPhen) se predice como un cambio benigno.  Por lo tanto, no 

identificamos variantes tipo missense dentro de los exones; identificamos sin embargo 

variantes intrónicas adicionales. De estos resultados, concluimos que la estructura 

primaria de la proteína no se encuentra afectada y por lo tanto es posible que la 

alteración de la expresión tendría que ver con algún aspecto regulatorio, similar a lo 

observado en el modelo murino knock-down a LRPPRC55. De manera interesante Rakovic 

y colaboradores realizaron un análisis del mismo gen en pacientes con enfermedad de 

Parkinson. Este grupo secuenció las regiones exónicas y las uniones intrón-exon de 

LRPPRC. Identificaron 4 cambios sinónimos en la región codificante y 17 variantes 

intrónicas. De las 21 variantes identificadas en el estudio de Rakovic y colaboradores, en 

nuestro estudio identificamos 10 (1 exónica y 9 intrónicas), 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 podrían afectar el proceso de 

empalme del RNA y por lo tanto resultar en el skipping de secuencias exónicas o la 

formación de nuevos sitios donadores/aceptores. La Tabla 8.2 muestra la recopilación de 

información de 3 portales bioinformáticos utilizados y las diferentes predicciones sobre las 

implicaciones de la presencia de las  distintas variantes. Esto en conjunto nos permitió 

seleccionar algunas variantes para ensayos funcionales.  

La Tabla 8.3 muestra los resultados obtenidos de la secuenciación dirigida a buscar la 

presencia de las variantes seleccionadas en los sujetos no portadores. Es notorio de 

mención que la variante rs17031786, ubicada en el intrón 6, presenta el mayor 

porcentaje de probabilidad de afectación por el portal Spliceman Web Server (96%; Tabla 

8.2), además de información en conjunto con los demás portales para que pudiera 

considerarse como una variante con probable afectación en el empalme del RNA, pero una 

vez que se identificó que la V9 no estaba presentes en los no portadores y la V15 tiene 

una baja frecuencia en no portadores, se decidió darle prioridad a estas dos variantes y 

continuar con su análisis funcional, dejando la secuenciación de rs17031786 en no 

portadores como perspectiva para un trabajo futuro, así como las muestras faltantes de la 

V3. Las otras variantes identificadas (V20, V22, V28) se descartaron al estar presentes en 

no portadores. En la sección 8. Búsqueda de nuevas variantes en los exones del gen 

LRPPRC se describen estos análisis. 

En los estudios con variantes genéticas, un dato de vital importancia es la prevalencia de 

las mismas en diferentes tipos de poblaciones. Nuestra población mexicana es 

considerada mestizo-mexicana, ya que es resultado de una combinación reciente de 

población europea, nativa americana y en menor medida, africana. Se estima una 

proporción de la ancestría aproximadamente del 52% europea, 45% nativa americana 

(43% nativo norteamericano y 2% nativo sudamericano) y 4% africana33. Esta proporción 

es relevante al compararla con otras poblaciones porque existen diferencias incluso entre 

poblaciones latinas, como por ejemplo, en la población colombiana la proporción de 

ancestría son 71% europea, 19% nativo americana y 10% africana.  

Estudios de asociación genética en poblaciones europeas o caucásicas no son 

completamente reproducibles en población mestiza-mexicana; variantes identificadas no 

están presentes en la población mestiza y/u otras variantes identificadas tienen una 

mayor asociación a la condición de estudio10,31. 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 están presentes en población asiática, 

pero sí en población europea y americana en proporciones similares (rs6721144, 

rs7593842, rs17031786, rs58811869, rs72877186, rs79868165, rs368657323, 

rs769476622 y rs4263155); reflejando el mestizaje y proporción de ancestría de la 

población 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. Búsqueda de 

nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC y 8. Búsqueda de variantes en la región 

de interacción dentro del intrón 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: población africana; AMR: población 

americana; MXL: población con ancestría mexicana en Los Ángeles, California, EUA; EAS: 

población del este de Asia, EUR: población europea, SAS: población del sur de Asia. 

 

La presencia de mutaciones y las marcadas diferencias en las frecuencias alélicas se han 

asociado al mestizaje de cada población, ya que el proceso dinámico de la combinación de 

proporciones de componentes ancestrales, las combinaciones entre diferentes poblaciones 

y el paso del tiempo resulta en una organización específica a través del genoma; 

derivando en patrones de desequilibrio de ligamiento para cada población. Este patrón 

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 población89. 

En el trabajo de Weissglas-Volkov y colaboradores se llegó a la conclusión de que incluso 

si una variante tiene un efecto en todos los grupos ancestrales, esta podría tener una 

mayor prevalencia en una población en específico; sugiriendo que dependiendo de la 

frecuencia, la contribución de cada locus a la susceptibilidad a la condición de estudio 

pudiera variar entre poblaciones, haciendo diferente la asociación clínica. Al tener en 

cuenta estas diferencias en los estudios de asociación genética que no permiten 

extrapolar resultados a diferentes poblaciones, es necesario un estudio con integrantes de 

la población de interés y un tamaño de muestra (N) elevado para definir la frecuencia de 

mutaciones patógenas o para discernir variantes comunes exclusivas o más prevalentes 

en la población, revelar variantes que son nuevas, redefinir patrones en desequilibrio de 

ligamiento, prevalencia de enfermedades e interacciones gen-ambiente y sobretodo, una 

probable relevancia clínica. 
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Análisis de las posibles isoformas identificadas de LRPPRC. 

En el caso de la población mexicana y poblaciones latinas, uno de los estudios más 

importantes de asociación genética a nivel genoma completo para la identificación de 

variantes asociadas con enfermedades (como Diabetes) es el realizado por el Consorcio 

genético de Diabetes tipo 2 de la iniciativa Slim en Medicina Genómica para las américas 

(The Slim Initiative in Genomic Medicine for the Americas (SIGMA) Type 2 Diabetes 

Genetics Consortium). En este estudio se identificó un haplotipo de variantes en el gen 

SLC16A11 con una asociación a la Diabetes tipo 2 con significancia genome-wide90. Este 

haplotipo tiene una frecuencia de aproximadamente 50% en Nativos Americanos, 10% en 

Asiáticos del Este, pero muy rara en Europeos y Africanos. Además de esa importante 

asociación a una condición metabólica de gran importancia, es el estudio de asociación 

genética con la muestra de estudio más grande con mexicanos, haciéndolo una excelente 

base de datos de variantes comunes en mexicanos. Estos datos son fácilmente 

extrapolables para estudios genéticos en los que se tengan sujetos con ancestría mestizo-

mexicana y poder dilucidar la frecuencia de variantes de estudio. 

Tomando en cuenta la base de datos SIGMA, se consideró que la frecuencia del haplotipo 

de riesgo es relativamente alta en la población mestiza-mexicana (Tabla 9.2), por lo que 

fue posible identificar individuos portadores y no portadores de los cuales contábamos con 

biopsia hepática (individuos no pertenecientes al estudio de descubrimiento, pero sí a un 

estudio de Obesidad Mórbida en cual se justificó la toma de biopsia hepática). 

 

No. en NCBI Intrón 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 demostró que la presencia de la 

variante rs7593842 (identificada como V9 en este documento) tiene implicación en el 

proceso de empalme del RNA al promover la formación de una isoforma de mRNA que 

presenta el skipping del exón 9 del transcrito de LRPPRC. Mediante un ensayo de mini-gen 

de la región de unión del intrón-exón, identificaron que esta isoforma de LRPPRC está 

presente en modelo de línea celular y cuando está presente la variante, hay una mayor 

abundancia de esta isoforma alternativa. También parecería que la presencia de esta 

isoforma es tejido específico, ya que al usar 2 diferentes líneas celulares humanas para 

sobre-expresar estas construcciones, sólo estuvo presente en las celulas HeLa (línea de 

cáncer cervicouterino utilizada con alta frecuencia en experimentos in-vitro) y Hek293T 

(línea de células embrionarias de riñón utilizada en experimentos de sobre-expresión 

génica). En el presente trabajo se utilizaron las mismas dos líneas celulares para intentar 



75 
 

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 amplificación y uso de oligonucleótidos diseñados 

(Figura suplementaria 1.2). Es digno de mención que estas dos líneas celulares no poseen 

el contexto metabólico del hígado, órgano del que provienen las muestras analizadas y 

nuestro interés en evidenciarla en ese tipo de tejido, pero se consideró pertinente 

utilizarlas para tratar de reproducir lo identificado por Gaweda-Walerych y colaboradores 

al intentar identificar posibles isoformas de LRPPRC con nuestras condiciones de 

amplificación del cDNA de LRPPRC.  

En el presente trabajo probamos diferentes métodos de síntesis de cDNA y pares de 

oligonucleótidos para amplificar selectivamente las regiones exónicas aledañas, con la 

finalidad de identificar alguna isoforma que pudiera estar presente en el tejido hepático y 

enriquecerla con alguna de las condiciones utilizadas. Se utilizó además RNA de HepG2 

como control. 

En las Figuras 8.1A, 8.1B y 8.2A  se muestran los amplificados obtenidos del cDNA 

sintetizado mediante oligonucleótidos aleatorios. En la Figura 8.2A se muestra un 

amplificado alternativo de mayor tamaño que presenta secuencia del gen LRPPRC. Este 

amplificado de aproximadamente 320 pb, termina abruptamente después de los primeros 

30 nucleótidos del exón 10. Si este transcrito alternativo llega a traducirse, daría como 

resultado a una proteína trunca conteniendo los primeros 399 aa de LRPPRC (LRPPRC 

completa tiene 1394 aa), con lo cual se perderían los motivos PPR que tienen unión al 

mRNA mitocondrial y de esta forma podría alterar su función de brindar estabilidad a los 

mtRNAs. Al conservar los primeros aminoácidos, se conserva la secuencia blanco para 

trasporte a la mitocondria, por lo que esta proteína trunca podría llegar a la mitocondria y 

afectar la función óptima de la proteína completa. Es notorio mencionar una isoforma de 

LRPPRC reportada en una versión anterior del portal Ensembl que tiene una secuencia que 

termina en el exón 9 sin ningún codón de paro y codifica para una proteína de 359 aa. En 

una versión actualizada del portal Ensembl, la isoforma más pequeña (que comienza en el 

exón 1 como la proteína canónica) de LRPPRC termina hasta el exón 13, sí contiene un 

codón de paro y su proteína está formada por 531 aa; no se reporta mucha información 

de estas proteínas concerniente a su abundancia en tejidos en humano o funcionalidad. Al 

existir tantas isoformas reportadas para LRPPRC (Tabla suplementaria 1.1) que sí 

traducen proteínas, sería de interés evaluar la existencia de las proteínas propuestas 

tanto por Gaweda-Walerych y colaboradores como las presentadas en el presente trabajo, 

así como con el contexto hepático y posibles implicaciones por la presencia de la V9.  

En la Figura 8.2B, se muestra el cDNA sintetizado utilizando un oligonucleótido con 18 

timinas, para buscar hibridación con la cola de poli-A de los mRNA maduros. Además, se 

utilizó un oligonucleótido que hibrida en una región río 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 canónico, ya que el tamaño esperado 

era de aproximadamente 4700 pb (secuencia codificante completa). Se obtuvieron 

múltiples amplificados sin embargo, no identificó el amplificado esperado, por lo que la 

síntesis de cDNA con el oligonucleótido de 18 timinas no fue ilustrativo para nuestro 
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proyecto. Lo anterior podría deberse a inespecificidad en el alineamiento de los 

oligonucleótidos utilizados en la amplificación, ya que se utilizó una temperatura de 

alineamiento relativamente baja (Ta: 50 °C) e intermedia a las temperaturas melting de 

los oligonucleótidos (Tm oligonucleótido sentido: 55.6 °C y Tm oligonucleótido 

antisentido: 45.3 °C). Pudiera proponerse un nuevo diseño de oligonucleótidos así como 

una evaluación con incrementos de Tm para identificar una posible Tm óptima. Con esta 

condición no se pudo evidenciar ninguna de las isoformas de LRPPRC conocidas, a 

diferencia de las otras dos condiciones de síntesis de cDNA utilizadas. 

La última condición utilizada para la síntesis de cDNA fue utilizando oligonucleótidos 

específicos para el transcrito canónico, además de  amplificar una región mayor (del exón 

6 al exón 17), bajo la premisa que un transcrito de mayor tamaño 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 exónicas 

(Figura suplementaria 1.6) y si llegaran a traducirse, se produciría una isoforma de la 

proteína; 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 codón de paro prematuro, sin embargo, se 

pierde la secuencia del Asp249 a la Val387 de la proteína canónica. Este cambio 

identificado no afecta la región de transporte a la mitocondria (amino terminal) ni la 

región funcional (carboxilo terminal), pero sí podría afectar el óptimo plegamiento de la 

proteína y en consecuencia su funcionalidad. También en el portal Ensembl se reportan 

isoformas de proteínas con secuencias de aminoácidos faltantes con respecto a la proteína 

canónica de 1394 aa, pero ninguna con el cambio que nosotros proponemos, por lo que si 

la isoforma identificada llegara a traducirse, resultaría en una isoforma de la proteína 

LRPPRC aún 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 exón 9. En el 

portal Ensembl no se reportan isoformas con skipping del exón 9, pero sí se reportan 

diferentes isoformas con alteraciones en los exones 19, 23 y 28 que son codificantes para 

proteínas, por lo que pudiera ser viable la traducción 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 tamaños de amplificados (Figura 8.2.C). Aún con la diferencia de 

amplificados, se confirmó mediante secuenciación que los transcritos mostraban el mismo 

patrón 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 más óptima y sea necesario una nueva toma de muestra y nueva extracción de 

RNA; también existe la posibilidad que las dos muestras de pacientes analizadas donde 

fue identificada la isoforma sean atípicas y específicas para estas dos muestras; sería 
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necesario aumentar el número de muestras y sensibilidad de la técnica, como un 

Northern-blot o secuenciación de RNA (RNAseq). 

Como perspectiva y considerando que el tejido hepático no es de fácil acceso, 

proponemos utilizar tejido adiposo de individuos portadores y no portadores del haplotipo 

de riesgo pertenecientes al estudio de familias con HTGSF, así como aumentar el número 

de muestras para poder evidenciar algún cambio en este tejido.  

Aunque estos resultados son preliminares, proponemos que se promueve la síntesis de un 

mRNA alternativo en tejido hepático humano que de llegar a transcribirse produciría una 

proteína trunca; como propuesta se pudiera sobre-expresar el gen en líneas celulares 

para evaluar si se produce la proteína alternativa, así como evaluar si la presencia de la 

variante V9 tiene alguna afectación en este mRNA alternativo. 

 

Estudios de niveles de expresión de genes en tejido hepático y línea celular 

humana HepG2 

Nivel de expresión para LRPPRC. 

Se ha demostrado mediante estudios de Northern blot que la expresión de LRPPRC es 

distinta entre tejidos. Los niveles de mRNA son más abundantes en algunos tejidos 

humanos entre los que se encuentran músculo esquelético, corazón y placenta91; aunque 

no siempre es lineal la abundancia de mRNA y proteína en todos los casos. Por ejemplo, 

se reportan niveles bajos de expresión de mRNA de LRPPRC en el hígado y el cerebro y 

estos son los tejidos mayormente afectados en el síndrome de Leigh con mutaciones en el 

gen LRPPRC y alteraciones en su proteína. 

Es importante mencionar también que en pacientes con síndrome de Leigh, se demostró 

mediante inmunoensayos de Western-blot a partir de fibroblastos de piel y mitocondrias 

de tejido hepático, que los niveles de la proteína de LRPPRC están disminuidos. El cambio 

genético causante de la variante franco-canadiense de esta condición se encuentra en el 

exón 9 (C1119→T), a 123 nucleótidos de la variante V9 (rs7593842). Sin embargo, en el 

trabajo no evaluamos posibles cambios en los niveles de la proteína entre portadores y no 

portadores del haplotipo de riesgo, ni analizamos la presencia de una posible forma más 

corta o faltante de aminoácidos de la proteína mediante Western-blot en tejido hepático. 

En la Figura 8.4 se muestra el análisis preliminar de expresión de LRPPRC realizado en 

muestras hepáticas de portadores y no portadores del haplotipo de riesgo.  Sin embargo, 

es importante mencionar que no fue posible analizar un número suficiente de muestras de 

individuos portadores y por lo tanto no es posible concluir si existen o no diferencias en la 

expresión del gen entre estos grupos. 

 

Nivel de expresión de distintos genes mitocondriales 

Una evaluación indirecta de la afectación en la función de LRPPRC es a través de 

demostrar cambios en los niveles de expresión de distintos genes mitocondriales, de 
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acuerdo a la función conocida del gen LRPPRC51-59. Se ha propuesto que LRPPRC participa 

en la estabilidad de los genes mitocondriales, los cuales codifican para proteínas de la 

cadena respiratoria, la cual está compuesta por 4 complejos: 3 bombas de protones y un 

enlace físico con el ciclo del ácido cítrico. En estos complejos es donde se realiza la 

oxidación completa de ácidos grasos mediante la fosforilación oxidativa.  

En la Figura 8.6 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de expresión genética 

de los genes mitocondriales de sujetos portadores y no portadores del haplotipo de 

riesgo. Para las evaluaciones estadísticas se tomó el cálculo de la media de los valores 

obtenidos de 2-ΔΔCt en cada gen de los no portadores y se normalizo a 1 para comparar 

con los valores 2-ΔΔCt obtenidos de los individuos portadores, aunque es de mencionarse 

que existe variabilidad entre los valores de expresión (Ct, ΔCt) 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 sí en las 

medias de los valores ΔCt 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 disminución en la expresión de los mRNA mitocondriales respecto a la 

normalización de los no portadores. Esta observación es similar a lo reportado para el 

modelo murino knock-down de LRPPRC donde la expresión de los genes mitocondriales 

involucrados en la fosforilación oxidativa se encuentra abatida59. Sin embargo, nuestros 

resultados corresponden a un solo portador homocigoto y es notoria la dispersión de los 

datos, representada en la desviación estándar en la Figura 8.6D. El único valor-p que 

resulta limítrofe a ser significativo es el encontrado para el gen COX1 con las medias de 

los valores 2-ΔΔCt de portadores y no portadores y de manera interesante, mutaciones en 

este gen son las causantes del síndrome de Leigh (mutaciones en LRPPRC son las 

causantes de la variante franco-canadiense), por lo que afectaciones en la expresión de 

este gen o en cualquiera de los codificantes para la cadena respiratoria, resulta en 

patología. Pudiera evaluarse de manera funcional la eficiencia de la cadena respiratoria así 

como la oxidación de ácidos grasos en pacientes portadores en tejido hepático para 

determinar afectaciones debido a la presencia de las variantes de riesgo.  

Es digno de mención el ambiente adverso que existiría en el tejido hepático de los 

pacientes con obesidad mórbida donadores de la biopsia de hígado. La obesidad es un 

estado crónico definido como exceso de grasa corporal perjudicial para la salud en la cual 

hay alteración 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 insulina92. El 

exceso de depósito en el tejido adiposo visceral comúnmente es acompañado por 

acumulación de lípidos en tejidos que normalmente no acumulan grasa como el hígado, el 

corazón, riñones y páncreas y músculo esquelético93. La obesidad abdominal acentúa la 

condición de alta afluencia de ácidos grasos libres, citoquinas y hormonas hacia el hígado 

creando una distorsión en el metabolismo hepático aumentando la producción de VLDL y 

apoB91, además de crear lesiones de esteatosis y esteatohepatitis no alcohólica (forma 

más severa del hígado graso no alcohólico, caracterizada por necroinflamación hepática, 
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degeneración balonizante de los hepatocitos y fibrosis; pudiendo evolucionar a cirrosis 

hepática94). En la obesidad y exceso de nutrientes, la actividad de la fosforilación 

oxidativa está disminuida resultando en oxidación incompleta de ácidos grasos en los 

hepatocitos y en su acumulación que causa rompimiento de la membrana hepatocelular 

activando vías de inflamación52,95.  

En un modelo murino se comprobó un aumento en la degradación de subunidades de la 

fosforilación oxidativa en el hígado que presentaba HGNA96, así como en el caso contrario, 

una mayor expresión de genes mitocondriales, induce una oxidación completa y una 

protección contra la HGNA52. Nakamuta y colaboradores observaron que en pacientes 

obesos con HGNA los procesos de oxidación de ácidos grasos y eliminación de especies 

reactivas del oxígeno eran insuficientes lo que resultó en un mayor daño hepático, 

esteatosis y resistencia a la insulina97.  

La elección del tejido hepático es crucial para nuestro proyecto por su rol en el 

metabolismo de lípidos, pero al ser un tejido de difícil acceso, se realizaron estos 

experimentos preliminares con biopsias obtenidas de pacientes a los que se les realizaron 

una intervención quirúrgica que ameritaba la toma de muestra. Proponemos por lo tanto, 

aumentar el número de muestras y utilizar muestras de fácil 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 fácil acceso es el tejido adiposo subcutáneo, de particular interés por su 

participación en la acumulación de lípidos; con una particular atención 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 formación inadecuada de proteínas de la cadena respiratoria y 

alteraciones en la función de la mitocondria98.  

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 expresión de genes para que la variable a evaluar sea la expresión de LRPPRC y 

su afectación a genes mitocondriales y la evaluación de afectaciones con la presencia de 

las variantes de riesgo. 

 

Búsqueda de interacciones a larga distancia y co-localización con estados de la 

cromatina 

Un último enfoque que se tomó para dilucidar una posible regulación génica para nuestro 

gen de interés, fue la búsqueda bioinformática de regulación epigenética. La regulación 

epigenética a larga distancia mediada por las estructuras TAD resulta esencial para 

establecer una regulación genética apropiada. Los TAD contribuyen a mantener dentro de 

los límites de su estructura interacciones regulatorias como reclutamiento de factores de 

transcripción, marcas en la cromatina y acercamiento espacial entre promotores y 

enhancers99; genes que se encuentran dentro del mismo TAD responden de manera 

similar a estímulos transcripcionales específicos99. La regulación dentro de cada TAD 
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también es específica, ya que no hay interacción con otros TADs vecinos, así como 

específica para patrones de TAD ya que son particulares para cada tejido. 

En este trabajo presentamos una acumulación de información bioinformática que nos 

pudiera ilustrar como sería la organización para el locus de LRPPRC en un contexto 

hepático. Se observaron distintos genes y elementos de regulación presentes en el locus 

conteniendo a LRPPRC. Las funciones de estos genes son muy variadas, por ejemplo 

PLEKHH2 codifica para una proteína con alta expresión en podocitos en el glomérulo del 

riñón y está implicada en estructuras de adhesión que unen a los podocitos con la 

membrana basal glomerular100, DYNC2LI1 está implicado en ciliogénesis y es un 

componente del complejo del motor de microtubulo dineína 2101, PPM1B es un miembro 

de la familia de fosfatasas 2C y juega un rol en la regulación negativa de p53 y NF-κB 

posiblemente atenuando la expresión génica para la senescencia celular102, SLC3A1 

codifica para un glicoproteína de membrana tipo II que es uno de los componentes de 

transporte de aminoácidos en el túbulo renal y tracto intestinal103, PREPL una 

oligopeptidasa de serina involucrada en el llenado de acetilcolina en las vesículas 

sinápticas104, CAMKMT codifica a una proteína metiltransferasa clase I involucrada en la 

formación de la trimetil-lisina en la calmodulina105 y SIX3 es un factor de transcripción 

esencial para el desarrollo del sistema visual en vertebrados106.  

De estos genes presentes en el locus de LRPPRC, llama la atención los genes ABCG5 y 

ABCG8, los cuales están implicados en el metabolismo de lípidos al ser transportadores 

tipo ABC (ATP binding cassette). Estos genes codifican para dos diferentes proteínas, 

ABCG5 codifica para Esterolina-1 y ABCG8 para Esterolina-2, las cuales forman un 

heterodímero funcional. El heterodímero ABCG5/8 promueve la eliminación de C y 

esteroles de plantas en el hígado y en el intestino107. En el acercamiento de la Figura 9.8.I 

se muestran 4 regiones de interacción con una co-localización de señales en todas las 

marcas de la cromatina seleccionadas y esto resultaría muy significativo ya que el 

acercamiento de forma tridimensional en la cromatina podría estar regulando la expresión 

de distintos genes. Una de las tres regiones identificadas como super-enhancer con 

interacción a la región promotora de LRPPRC es la que se encuentra en el locus de la 

región promotora de ABCG8. Esta interacción podría implicar una posible regulación 

conjunta entre estos genes (LRPPRC-ABCG5-ABCG8) y tener un impacto con el 

metabolismo de lípidos.  

La siguiente región interesante es la encontrada dentro de LRPPRC en el intrón 23 (Figura 

9.8I) La predicción de las interacciones abarca una región de 20 kb (chr2:44158145-

44178144, hg19), desde el intrón 14 hasta el intrón 23, la cual contendría a dos de las 

tres variantes inicialmente asociadas a HTG (rs58811869/V15 en el intrón 15 y 

rs72877186 en el intrón 17) y 2 de las variantes identificadas en la secuenciación de los 

exones de LRPPRC (rs7594526/V20 en el intrón 20 y rs28394191/V22 en el intrón 22; 

Tabla 8.1). La región de co-localización de las interacciones y el pico de señal en las 

marcas de super-enhancer es más pequeña y abarca aproximadamente 5 kb (4720 pb; 

chr2:44167190-44171910, hg19), por lo que la secuenciación realizada en esta región 

tuvo como objeto identificar alguna otra variante que pudiera ser funcional al 

interaccionar con la región promotora de LRPPRC y así afectar su expresión. También es 
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importante mencionar que en esta región de 5 kb se encuentra la señal más alta para 

unión de DNAsa, lo que se refleja en una mayor accesibilidad en la cromatina y en una 

posible unión de factores de transcripción. Las dos variantes identificadas (rs4263155/VI1 

y rs4600713/VI2 en el intrón 23; Tabla 8.5) podrían estar implicadas en la regulación de 

genes de la región de interacción. En el portal HaploReg v4.1 se reporta que la variante 

VI1 se encuentra en LD con la VI2 (r2= 1) y con las 3 variantes de riesgo (r2= 0.99 con 

rs72877186; r2= 0.87 con rs58811869;  r2= 0.95 con rs7593842); además 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 sólo interacciones debido a la estructura de la cromatina. Este cúmulo de 

información muestra una región de alta expresión y un potencial regulatorio de genes a 

distancia de la región promotora de LRPPRC con la región intergénica río abajo de 

LRPPRC, la región ABCG5/ABCG8 y la que se encuentra dentro del mismo gen. 

Es necesario aún entender la posible implicación de los genes ABCG5/8, así como la 

región localizada en la región intergénica de interacción río abajo de LRPPRC. Se pudiera 

evaluar la expresión de ABCG5/8 mediante RT-PCR en portadores y no portadores por 

posibles alteraciones y una posible expresión conjunta con LRPPRC considerando su 

interacción con su promotor. Para la región intergénica se pudieran evaluar posibles 

cambios epigenéticos como marcas en la cromatina y unión de factores de transcripción 

que pudieran estar en la región, así como posibles cambios por la presencia de las 

variantes de riesgo o el ambiente adverso en la condición de EHNA. 

También sería importante comprobar experimentalmente estas interacciones así como 

evaluarlas en el contexto hepático sano y de EHNA de sujetos portadores y no portadores 

del haplotipo de riesgo, mediante un ensayo 3C (chromosome conformation capture, 

captura de la conformación cromosomal) en el cual se evalúa la frecuencia de contacto 

entre segmentos distantes de DNA de poblaciones celulares mediante fijación de regiones 

de contacto de DNA, digestión y ligación intramolecular, seguido de una amplificación de 

PCR punto final selectiva de la ligación y subsecuente gel de electroforesis108.  

 

Análisis bioinformático de implicaciones a factores de trascripción por las 

variantes identificadas en la región del intrón 23 de LRPPRC y dos variantes del 

haplotipo de riesgo. 

Otra implicación funcional de variantes en el genoma es su afectación en la regulación 

epigenética, ya que en algunos casos alelo-específicos, la presencia de variantes cambia 

la secuencia de los elementos respuesta haciendo que no empaten con la secuencia 

consenso del factor de transcripción, provocando que la afinidad de unión del factor de 

transcripción aumente o disminuya por el locus, así como también eliminar la unión o 

generar una nueva; ocasionando que la región ya no sea regulada por el factor de 

transcripción determinado y se provoque una expresión génica alternativa, fenotipo y/o 
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susceptibilidad a exposición ambiental diferente a la original109. Estos factores de 

transcripción son proteínas o complejo de proteínas que reconocen pequeñas secuencias 

específicas de DNA (motivo de unión) a la cual acceden y se unen para actuar en el 

genoma. Dependiendo del factor de transcripción, su unión puede regular su gen blanco a 

la alza o a la baja. Pueden reclutar enzimas que catalizan la acetilación o desacetilación de 

histonas, a proteínas co-activadoras o co-represoras, funcionar como insulators o ayudar 

en la función de enhancer. 

Al ser un elemento de expresión génica, los diferentes factores de transcripción pueden 

ser tejido específico o tener función en momentos específicos del desarrollo. De los 

factores identificados en nuestros análisis (Figuras 8.9 y 8.10) será importante determinar 

cuáles serían relevantes en nuestro estudio por su función y el tejido donde se exprese, 

así como los loci en donde cambien el motivo respuesta y pudieran tener afectación en la 

unión; basándose más en lo que ocurre in-situ, así como la influencia por el ambiente 

adverso de HTG y no tanto en las secuencias consenso, ya que estas están determinadas 

por la mayor probabilidad de unión a una base. 

En nuestro estudio, iniciamos analizando mediante herramientas bioinformáticas si las 

variantes rs4263155 (VI1) y rs4600713 (VI2) identificadas en la región del intrón 23 

reportadas en la Tabla 8.5 podrían representar variantes funcionales. Iniciamos por 

explorar posibles implicaciones en el proceso de empalme del RNA, similar al análisis que 

llevamos a cabo para las variantes intrónicas inicialmente identificadas en el gen LRPPRC 

(Tabla 8.2). En la Figura 8.8 reportamos la identificación de una región de alta 

accesibilidad en la cromatina por la marca de DNAsa, en esta región se encuentran 

variantes genéticas como parte de potenciales sitios de unión para distintos factores de 

transcripción.  

Para el alineamiento de los motivos respuesta (Figura 8.9), se utilizaron datos de 

predicción basados en ChIP-seq para motivos de unión de factores de transcripción y 

datos de ChIP-seq para unión de proteínas en diferentes tejidos. Estos resultados aportan 

información sobre factores de transcripción que pudieran tener una influencia en la 

expresión de los genes y una posible regulación a la región que se unen o bien de genes a 

distancia. De los 16 motivos respuesta identificados para las 2 variantes VI1 y VI2, el 

único factor de transcripción que tiene datos experimentales de ChIP-seq directos 

provenientes del proyecto ENCODE es el factor USF1. Los datos existentes sobre los sitios 

de unión a USF1 se obtuvieron inicialmente de la linea celular H1-hESC, una línea 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 unión de este factor de transcripción en la región que incluye la variante 

VI1. Sin embargo es importante demostrar experimentalmente esta interacción de USF1 y 

otros potenciales factores de transcripción a partir de tejido hepático de individuos 

portadores y no portadores del haplotipo de riesgo. 

Entre otros factores que podrían ser de interés está CTCF, porque este factor tiene una 

implicación en la organización 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, 

además de delimitar las fronteras de los TADs. Adicionalmente CTCF tiene implicaciones 

en la regulación transcripcional al tener una función como insulator (complejos de DNA-

proteína que actúan como inhibidores de la transcripción al prevenir interacciones con 

regiones adyacentes en el genoma, como un enhancer con un promotor110), además de 

que su unión es dependiente de la metilación en el DNA38. Además 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 transcripción en la co-localización de una señal 

(baja intensidad) de unión en el locus de la interacción intergénica dentro de LRPPRC 

(Figura 8.8I), por lo que si la variante VI1 afecta el elemento respuesta para la unión de 

CTCF podría existir una implicación en la arquitectura de la cromatina y posiblemente 

afectar la expresión de genes aledaños, ya sea LRPPRC o ABCG5/8. Se ha demostrado 

que si existe alguna deleción en los límites de TADs o sub-TADs, crea nuevos dominios en 

la cromatina que podría causar nuevas interacciones entre genes y enhancers o activar 

zonas que fueron silenciadas, lo que podría llevar a expresión alterada de genes111.  

Otro factor de transcripción que tiene conexión con metabolismo de lípidos es GCNF, 

también conocido como NR6A1 y que está codificado por el gen NR6A1. Un estudio 

demostró que NR6A1 regula el metabolismo de lípidos el ser un represor determinante en 

la lipogénesis y en la expresión del receptor de insulina en células HepG2112. En el modelo 

knock-down de NR6A1 se observa un incremento del contenido de lípidos en las células 

así como aumento en la expresión de los genes lipogénicos DGAT2 (diglyceride 

acyltransferase-2; Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa-2), FASN (fatty acid synthase; 

sintasa de ácido graso), MCAD (medium-chain acylcoenzyme A dehydrogenase; acil-

coenzima A deshidrogenasa de cadena media), ME1 (malic enzyme 1; enzima málica 

dependiente de NADP 1) y MTTP (microsomal triglyceride transfer protein; Proteína de 

transferencia de TG microsómica). En este modelo knock-down de NR6A1 también se 

observó aumento en la expresión del gen PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase; 

fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa) que codifica para una enzima de la gluconeogénesis en 

el hígado, así como aumento de 18 veces del miRNA miR-205, el cual regula de manera 

indirecta la expresión del receptor de insulina112. Por lo que pudiera existir una regulación 

recíproca entre el factor nuclear NR6A1, el receptor de insulina en la membrana y miRN-

205 para el control del metabolismo de lípidos en la línea celular HepG2. El enfoque del 

estudio era evaluar las implicaciones de anormalidades en el metabolismo de lípidos y su 

participación en cáncer, pero estas implicaciones podrían extrapolarse a nuestro modelo 

de estudio, ya que GCNF podría estar influyendo la función de miRNAs observados en la 

región (MIR548AD y Mir_548; Figura 8.7) o bien, al tener interacción con la región 

promotora de LRPPRC, modificar su expresión. El cambio por la presencia de VI1 

parecería que no tendría influencia, ya que la secuencia consenso del motivo respuesta no 

tenía unión en esta base. Aunque podría existir la posibilidad de unión en este locus, así 

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 información en la literatura donde parece jugar 

un papel distintos procesos metabólicos. La pérdida de expresión hepática de Nrf1 (otra 

manera para referirse a NFE2L1) se asocia con la acumulación de lípidos y cisteína, daño 
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hepatocelular y alteración en la composición de ácidos grasos113. El perfil del 

transcriptoma en el modelo murino knock-down al gen Nrf1 muestra una disminución en 

la expresión de genes relacionados con el metabolismo de lípidos y reguladores 

transcripcionales. En otro trabajo, mediante estudios con un gen reportero y luciferasa, se 

identificaron a Lipin1 y Pgc-1β como genes blanco de Nrf1 sugiriendo que el papel en el 

metabolismo de lípidos es mediante el control de la expresión de reguladores 

transcripcionales para la expresión de genes codificantes de enzimas metabólicas114. En 

este mismo modelo se identificó que la cadena respiratoria mitocondrial se encuentra 

desacoplada como consecuencia de la deficiencia de Nrf1. Este factor es expresado de 

manera ubicua en distintos tejidos y líneas celulares, además se han descrito distintas 

isoformas y su expresión es inducida por señales de estrés y un amplio intervalo de 

estímulos115. La variante identificada VI2 podría afectar la unión de este factor de 

transcripción. 

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 asoció a la región cromosómica 1q21-q23 en las poblaciones 

finlandesa, alemana, china y mexicana con Hiperlipidemia Familiar Combinada 

(HFC)116,117,118. Posteriormente la región de asociación se delimitó al gen USF1119. USF1 

codifica para una proteína de 43-kDa involucrada en metabolismo de glucosa y lípidos120. 

De los genes regulados por el heterodímero formado por USF1 y USF2 se encuentran 

apoAV, apoC-III, ApoA-II, ApoE, la lipasa sensible a hormonas, sintasa de ácidos grasos, 

acetilCoA carboxilasa, renina, angiotensinógeno, glucocinasa, receptor de glucagon, 

insulina, grelina, la desaturasa de ácidos grasos tipo 3 y la piruvato cinasa hepática121. 

También se asoció a USF1 con la expresión del gen FADS3, el cual tiene asociación a nivel 

de genoma completo con niveles de TG122 y también se asociaron variantes en este gen 

con niveles de TG en familias mexicanas con HFC123. La HFC también tiene afectaciones 

en los niveles de TG, además 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 único 

que se le ha relacionado con el tejido hepático. Este factor es esencial en el desarrollo del 

hígado durante el desarrollo embrionario ya que se ha propuesto que los factores FOXA 

compiten para abrir la cromatina compactada que contiene genes tejido hepático-

específico y se demostró que los factores Foxa1 y Foxa2 son necesarios para la 

especificación hepática en el ratón124. Aunque también se demostró que tiene 

implicaciones en la vida adulta, ya que se identificó que las proteínas HNF3 (como 

también se les conoce a las proteínas FOXA) tienen un papel central en coordinar el 

control hormonal y metabólico de la expresión de genes regulados por insulina, glucagon 

o glucocorticoides; además de provocar la activación transcripcional de genes que 

responden a glucocorticoides125. Se han identificado mediante varias técnicas como EMSA, 

ChIP, co-transfecciones y modelos knock-down distintos genes que codifican para enzimas 

hepáticas y proteínas séricas que pudieran tener un papel en la respuesta hepática al 

ayuno, con sitios de unión para Foxa y Foxo126. Entre estos genes el que está relacionado 

con metabolismo de lípidos está LPL (Lipoproteína lipasa)127. De la misma manera que los 

factores anteriores, si la variante VI2 afecta la unión del factor, podría afectar su función. 



85 
 

Es importante señalar que la variante VI2 se encuentra en el 3er nucleótido del elemento 

respuesta para FOXA y aunque tiene libertad de unión de diferentes bases, el cambio no 

es una base púrica por lo que podría afectar la unión y de manera indirecta la expresión 

de los genes LPL, LRPPRC y/o ABCG5/8.   

Al obtener esta información en la búsqueda bioinformática, se complementó 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 región que se identificó que interactúa con 

el promotor de LRPPRC, por lo que podría existir un reclutamiento de factores a su locus 

de la misma manera que VI1 y VI2. Algo muy notorio, es la gran acumulación de datos 

presente en el locus de la variante V15 (Figura 8.10.B). Algunos factores no cuentan con 

secuencia consenso, pero se reporta en el portal Cistrome que hay unión de múltiples 

proteínas en el locus (se definió la región de ±20 pb a la variante). 

De todos los factores identificados en el alineamiento esquematizado en la Figura 8.10, 

CTCF es el único que tiene datos provenientes de los portales Haploreg y ENCODE de 

unión de proteína ChIP-seq y unión en diferentes líneas celulares y tejidos. Para la 

variante V9, los factores identificados RUNX1, NCX (también conocido como TLX2128) y 

SOX están asociados al desarrollo embrionario y diferenciación de diferentes tejidos; en 

los 3 factores, la base WT de la V9 en el elemento respuesta es conservado y podría 

afectar la unión por la presencia de la variante. Podría evaluarse la presencia del factor 

SOX9, ya que este miembro de la familia SOX tiene influencia en células madre y 

progenitoras en hígado, intestino y páncreas adulto para producir hepatocitos, enterocitos 

y células acinares en situaciones de homeostasis o lesión. Podría existir alguna regulación 

en el locus en un contexto hepático; así como esa regulación alterada por la presencia de 

la variante.  

El factor KLF9 tiene una implicación en el metabolismo, ya que es un factor inducible por 

glucocorticoides que incrementa la transcripción del receptor PGC1α, resultando en 

gluconeogénesis129. KLFs regulan el uso y almacenamiento órgano-específico de 

nutrientes al influir en la homeostasis metabólica y hacer un ajuste fino de tránsito de 

nutrientes entre órganos en respuesta a cambios en el estado energético130. La pérdida de 

expresión hepática de KLF9 contribuye a la enfermedad de hígado graso no alcohólico 

(NAFLD) por la represión de genes de oxidación de ácidos 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 

necesitaría evaluar experimentalmente si la presencia de V9 influye en la unión y 

expresión en esta región, así como evaluar si su función en esta región afecta el 

metabolismo de lípidos.  

Así como en el alineamiento de VI2, en esta región también está presente un factor FOX 

(Figura 8.9.B), que ya se discutió que es necesario para el desarrollo embrionario 

hepático y que se expresen genes tejido hepático específicos. FOXA2 también es 

necesario para el desarrollo pancreático, así como para regular la expresión de múltiples 

factores de transcripción controlando el destino celular endócrino en el páncreas así como 

de la secreción de insulina131. Otro factor que también se identificó en la región de la VI1, 
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CTCF también está presente en este locus. En esta región se podría complementar la 

función de arquitectura en la cromatina por la presencia de los factores RAD21, SMAD1, 

SMC1A, SMC3 y STAG1. Estos últimos factores son subunidades del complejo de la 

cohesina, encargada de múltiples funciones dentro de la organización de la cromatina y 

expresión en el genoma, además de reparación en DNA dañado y división celular en la 

mitosis y meiosis132. Esta co-localización de elementos refuerza la idea de que esta región 

es imperativa para el mantenimiento de la estructura de la cromatina y pudiera coadyuvar 

en el acercamiento espacial que se necesita para la interacción que se identificó en la 

sección 8. Búsqueda bioinformática de interacciones a larga distancia y co-localización con 

estados de la cromatina (Figura 8.8.I). Si esta variante o la VI1 o la combinación de las 

dos (Haploreg reporta estas dos variantes en LD con una r2= 0.87) cambia la afinidad por 

el sitio de unión para CTCF o alguna proteína estructural del complejo de la cohesina, 

podría existir una alteración en la estructura de la cromatina, así como una posible 

alteración en la interacción identificada y posiblemente una alteración en la expresión de 

LRPPRC.  También se ha demostrado diferencia alelo-específica para la unión de CTCF por 

la presencia de esta variante V15 perteneciente al haplotipo de riesgo mediante un 

ensayo de retardo electroforético (EMSA)37. (Figura suplementaria 1.3) 

Los demás factores identificados en los dos alineamientos (Figura 8.9 y Figura 8.10) 

tienen diversas funciones dentro de la célula. Hay factores involucrados en inmunología 

(STAT133, IRF134, PAX5135, NF-κB136, RFX5137), transcripción (TFIIA138, POLR2A139, 

FAIRE140), estado indiferenciado (NANOG141, NKX2142, POU5F1143), desarrollo y 

diferenciación de diferentes tejidos (MAFG144, NF-E2145, GATA146, factores ARID147, 

CTCFL148, RCOR1149), ciclo y división celular (MYC150, factores ARID, E2F151, EZH2152), así 

como desarrollo de cáncer (SS18153,C11orf30154, MYC, EF2, EZH2, NANOG); todas 

funciones importantes, pero tendría que evaluarse experimentalmente su unión en el 

contexto hepático adulto, así como alguna posible afectación debido a la presencia o 

ausencia del haplotipo de riesgo y finalmente, expresión de LRPPRC o genes aledaños.  

De los dos alineamientos mostrados en las Figuras 8.9 y 8.10, los motivos respuesta a 

factores de transcripción relevantes para nuestro estudio muestran factores que son 

potencialmente excluyentes mutuamente. Por ejemplo, si se une GCNF, no podría haber 

unión de ningún otro factor de transcripción. Sin embargo, CTCF tiene posibilidad unirse 

con USF1. Para VI2 el factor FOXA, en principio no tendría competencia de unión con otro 

factor de transcripción. En el caso de V15 (Figura 8.10) hay una gran acumulación de 

factores que pudieran ser excluyentes entre sí, aunque las proteínas pertenecientes a la 

cohesina son necesarios para la formación del complejo, por lo que es esencial esta 

aglomeración de factores para que la cohesina cumpla su función de arquitectura en la 

cromatina junto con CTCF. Aun así, la distribución y superficie de contacto entre los 

factores de transcripción en el locus es importante para definir si la unión es continua o 

discontinua. En la unión continua, todos los sitios de unión están siendo ocupados por el 

factor de transcripción y en la discontinua, no todos los sitios son ocupados. 

Los portales utilizados son de predicciones de unión, siendo USF1 y CTCF los únicos 

factores de transcripción para el cual existe información de ChIP-seq derivado del 

proyecto ENCODE. De estos datos concluimos que los sitios de unión se encuentran 
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dentro de los elementos  respuesta que comprenden a VI1 y V15, ubicándose en el centro 

de la secuencia de potencial unión. Quedaría como perspectiva el identificar los factores 

de transcripción que se unen al locus en un contexto hepático, así como posibles 

diferencias en la unión como resultado de la presencia de las variantes.  

 

Algo notorio es nuestra falta de un modelo celular óptimo, 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 utilizó material genético proveniente 

de sangre periférica, biopsias hepáticas y la línea celular HepG2, pero no fue el suficiente 

para intentar otras técnicas experimentales por lo que se podría proponer utilizar otros 

tejidos de fácil acceso como tejido adiposo subcutáneo. También se podría generar un 

modelo celular proveniente de fibroblastos de portadores y no portadores e 

indiferenciarlos a células pluripotentes inducidas (iPS) para generar tipos celulares 

hepáticos, musculares y pancreáticos; así sería posible evaluar todo el contexto 

genómico, transcripcional, proteínico y metabólico más cercano a lo que sucede in vivo.  
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10. CONCLUSIONES  

 

El análisis del locus de LRPPRC tanto por estrategias experimentales como bioinformáticas 

sugiere que se trata de un locus regulatorio donde distintas variantes genéticas (parte del 

haplotipo de riesgo para la HTGSF) podrían afectar la expresión de este gen, así como 

afectar potenciales regiones de interacción a distancia con otros genes dentro del mismo 

locus. 

Descartamos que existan mutaciones en la región codificante del gen y en las uniones 

intrón-exón en los sujetos portadores del haplotipo de riesgo que afecten la estructura 

primaria de la proteína de LRPPRC. 

No identificamos alteraciones en los niveles de expresión del mRNA de LRPPRC a partir de 

muestras hepáticas de individuos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo. 

Mediante distintos análisis bioinformáticos identificamos que la región que contiene la 

variantes rs7593842 y rs58811869, originalmente asociadas a la HTGSF, podrían alterar 

el proceso de empalme del RNA aun cuando se encuentran distantes a las uniones intrón-

exón. Además de potencialmente afectar la unión a diferentes factores de transcripción. 

Consistente con estas observaciones, identificamos una RNA mensajero más corto que 

carece de secuencias codificantes (exones 7, 8, 9 y 10) a partir de biopsias hepáticas de 

sujetos portadores del haplotipo de riesgo. 

Adicionalmente, de acuerdo al papel conocido de la proteína LRPPRC, evidenciamos 

indicios de disminución de la expresión de genes mitocondriales en un sujeto portador del 

haplotipo de riesgo comparada con no portadores, a partir de muestras de biopsias 

hepáticas; semejante a lo reportado en el modelo murino knock-down de LRPPRC. Sin 

embargo, debido al reducido número de muestras analizadas no obtuvimos diferencias 

estadísticamente significativas. 

Por último, respecto al potencial papel de este locus como una región de regulación 

transcripcional compleja, identificamos 3 regiones de interés, una de ellas afectando 

uniones a distancia con los genes ABCG5 y ABCG8. También distintos factores de 

transcripción en tejido hepático podrían potencialmente afectar su unión por la presencia 

de dos variantes identificadas en el intrón 23, (rs4263155 y rs4600713) y dos de las 

variantes del haplotipo de riesgo (rs7593842 y rs58811869).  
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11. ANEXO 

Información suplementaria. 

 

Nombre Pares 
de 

bases 

Biotipo Proteína 

LRPPRC-201 6603 Codifica proteína 1394aa 
LRPPRC-217 5259 Codifica proteína 1369aa 
LRPPRC-239 5169 Codifica proteína 1430aa 
LRPPRC-241 5079 Codifica proteína 1404aa 

LRPPRC-240 5071 Codifica proteína 1395aa 

LRPPRC-222 5052 Codifica proteína 1393aa 
LRPPRC-254 4973 Codifica proteína 1366aa 
LRPPRC-249 4951 Codifica proteína 1363aa 
LRPPRC-229 4757 Codifica proteína 1391aa 
LRPPRC-248 4698 Codifica proteína 1285aa 
LRPPRC-231 4513 Codifica proteína 1379aa 
LRPPRC-220 4325 Codifica proteína 1400aa 
LRPPRC-256 3514 Codifica proteína 913aa 

LRPPRC-205 2789 Codifica proteína 837aa 
LRPPRC-202 2663 Codifica proteína 841aa 
LRPPRC-213 2541 Codifica proteína 795aa 
LRPPRC-203 1875 Codifica proteína 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 proteína 
LRPPRC-251 1802 Transcrito procesado Sin proteína 
LRPPRC-209 528 Transcrito procesado Sin proteína 
LRPPRC-266 10249 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-271 7255 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-253 6739 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-264 6182 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-246 5624 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-243 5290 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-250 5175 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-235 5084 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-224 4780 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-232 4510 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-261 4216 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-211 4189 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-219 3735 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-206 3549 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-245 3548 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-218 3437 Intrón retenido Sin proteína 
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LRPPRC-230 2901 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-238 2846 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-236 2647 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-212 2578 Intrón retenido Sin proteína 

LRPPRC-214 2472 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-233 2418 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-237 2182 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-260 2040 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-208 1376 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-265 1056 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-269 880 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-221 680 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-207 613 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-270 404 Intrón retenido Sin proteína 
LRPPRC-227 281 Intrón retenido Sin proteína 

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

 

 

 

A 

Secuenciación 126       GAAGCTGTTGGCTATTTTCTTTATAACTTGATTGACAGCATGAGTGACTCAGAGGTACAG  185 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

  Referencia  43948519  GAAGCTGTTGGCTATTTTCTTTATAACTTGATTGACAGCATGAGTGACTCAGAGGTACAG  43948460 

 

Secuenciación 186       GCCAAGGAGGAGCATTTGAGACAATACTTCCATCAGCTGGAGAAGATGGTACCATTTCGT  245 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

   

  Referencia  43948459  GCCAAGGAGGAGCATTTGAGACAATACTTCCATCAGCTGGAGAAGATGGTACCATTTCGT  43948400 

 

B 

Secuenciación 66        ATAAACCTGGGTTTATTTTCGATCCTTTGCTGCCCTCTGCAGGTCTATGAATATAAATCT  125 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

  Referencia  43950642  ATAAACCTGGGTTTATTTTCGATCCTTTGCTGCCCTCTGCAGGTCTATGAATATAAATCT  43950583 

HETEROCIGOTO PARA G 

GTCCCT[C/G]TAATATT rs58811869 

Secuenciación 126       TTGGAGCGAGGTAAGTCCCTCTAATATTGCAAATCATAAGGTGCTTTTAACGTTACAAGC  185 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

  Referencia  43950582  TTGGAGCGAGGTAAGTCCCTCTAATATTGCAAATCATAAGGTGCTTTTAACGTTACAAGC  43950523 

                                          *** 

                                      

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=58811869
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C 

                            HOMOCIGOTO PARA G 

                             AGGTT[T/G]TTTCC rs72877186 

Secuenciación 66        GGTTGTCTAAAACTCAGGTTGTTTCCCCCCTCCCTTCCCTTCTCACAGAATGTAAAAATT  125 

                        |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

  Referencia  43948247  GGTTGTCTAAAACTCAGGTTTTTTCCCCCCTCCCTTCCCTTCTCACAGAATGTAAAAATT  43948188 

                          

Secuenciación 126       CCTGAAAATATCTACAGAGGCATTCGTAATCTCCTGGAAAGCTACCATGTTCCTGAATTG  185 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

  Referencia  43948187  CCTGAAAATATCTACAGAGGCATTCGTAATCTCCTGGAAAGCTACCATGTTCCTGAATTG  43948128 

 

Secuenciación 186       ATTAAGGTGTGTGTGAAATAGCAATCAACTGGATAAAATGCTTAACTTACATATAACAGC  245 

                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

       

  Referencia  43948127  ATTAAGGTGTGTGTGAAATAGCAATCAACTGGATAAAATGCTTAACTTACATATAACAGC  43948068 

 
Figura suplementaria 1.1. Ejemplos del análisis de electroferogramas. (A) Ejemplo de BLASTn 

sin ningún cambio (exón 17 del portador 1), (B) Ejemplo de BLASTn con cambio heterocigoto 

(exón 15 del portador 4; se remarca en verde la variante), (C) Ejemplo de BLASTn con cambio 

homocigoto (exón 18 del portador 2; se remarca en rojo la variante). Se remarca en amarillo las 

secuencias exónicas.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72877186
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A) 

 
 

B) 

 
Figura suplementaria 1.2. Representación esquemática de LRPPRC canónica y la propuesta 

de LRPPRC más corta. A) LRPPRC completa (1394 aa), B) isoforma de LRPPRC trunca debido al 

skipping del exón 9, que causa un cambio en el marco de lectura y un paro prematuro (345 aa). 

Modificado de Gaweda-Walerych, 2016. 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 1.3. Ensayo EMSA donde se muestra una disminución de la unión 

alelo-específica de CTCF en el locus de rs58811869 (Intrón 15). Probe: sonda marcada 

radioactivamente, NE: extracto nuclear de HepG2. Modificado de Chavez, 2018. 
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A) 

 

 

B) 

 

 

 

C) 

 

 

 

D) 

 

 
Figura suplementaria 1.4. Búsqueda de isoformas de LRPPRC en muestras de líneas 

celulares. En los paneles superiores (A), (B), (C) y (D) se muestra una representación 

esquemática de la zona donde se encuentra la variante de interés (flechas verticales) y la zona del 

cDNA de LRPPRC donde se estarían uniendo los oligonucleótidos (flechas horizontales; los colores 

son para representar los pares diferentes utilizados). Paneles inferiores (A), (B), (C) y (D) se 

muestra el análisis de PCR de punto final de la retrotranscripción del mRNA de LRPPRC. Gel de 

agarosa al 3%. MPM: Marcador de peso molecular.   
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A 

 

 

 

B 

 

 

 

C

 

Figura suplementaria 1.5. Búsqueda de isoformas de LRPPRC en muestras de pacientes. En 

los paneles superiores (A), (B) y (C) se muestra una representación esquemática de la zona donde 

se encuentra la variante y la zona del cDNA de LRPPRC donde se estarían uniendo los 

oligonucleótidos. Paneles inferiores (A), (B) y (C) se muestra el análisis de PCR de punto final de la 

retrotranscripción del mRNA de LRPPRC. MPM: Marcador de peso molecular, HM: Homocigoto, HT: 

Heterocigoto, WT: Wild Type. Gel de agarosa al 3%. 

  

33 37 3828 30 3221 23179 10 11 12 131 2 3 4 5 6 7 8
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A 

GTATTCAGTGCCCTTGTGACAGGGCACGCCAGAGCTGGTGATATGGAGAAGCTAACAGACTA
CTGTAAGAAGTTAAAGGAAGTCCAGATGCACTCCTTTCCTCTGCAG 
 
 

B 

REGIÓN IDENTIFICADA (110 PB) 
 

Figura suplementaria 1.6. Representación esquemática de la secuencia del amplificado 

alternativo identificado con ausencia de secuencias exónicas. A) Construcción de la 

secuencia y B) esquema de la región en donde los oligonicleótidos hibridarían.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 1.7. Imagen delimitada del resumen gráfico del alineamiento en la 

herramienta BLASTp. Representación gráfica del alineamiento de las secuencias de aminoácidos 

de LRPPRC canónica y de la traducción hecha por en el portal EXPASy del posible transcrito de la 

Figura 9.2C.  

  

FINAL DEL 

EXÓN 6 
EXÓN 

7 

COMPARTIDO 

DEL EXÓN 7 Y 

10 

EXÓN 10 
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A) 

 
B) 

 
Figura suplementaria 1.8. Comprobación de la especificidad en los ensayos de qPCR. A) 

Imagen representativa de las melting curve de los ensayos de expresión 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 
(mg/dL) 

Colesterol 
total (mg/dL) 

LDL 
(mg/dL) 

HDL 
(mg/dL) 

DMT2 

1 229.80 162.16 76.25 41.51 Sí 
2 114 230 161 46 Sí 
3 122 258 181 53 Sí 

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 Sí 
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 Sí 
12 141.59 250.97 166.02 57.92 Sí 
13 134.89 241.94 127.02 87.70 No 
14 141.59 193.05 108.11 57.92 Sí 

15 132.74 212.36 135.14 50.19 No 
16 106.19 208.49 139.00 46.33 Sí 
17 141.59 166.02 81.08 57.92 No 

18 115.04 193.05 119.69 50.19 Sí 
19 88.50 154.44 92.66 46.33 No 
20 44.25 166.02 115.83 42.47 Sí 
21 70.80 239.38 146.72 81.08 No 
22 141.59 146.72 77.22 42.47 Sí 
23 79.65 254.83 189.19 50.19 No 

Tabla suplementaria 1.2. Información de concentración de lípidos sanguíneos así como 

diagnóstico de diabetes de los pacientes de la secuenciación de los exones de LRPPRC 

(Tabla 7.1, secciones 8. Búsqueda de nuevas variantes en los exones del gen LRPPRC y 8. 

Búsqueda de variantes en la región de interacción dentro del intrón 23 de LRPPRC). DMT2: 

Diabetes Mellitus tipo 2.  

 

 

 

Paciente Peso 
(kg) 

TG 
(mg/dL) 

Colesterol 
total (mg/dL) 

HDL 
(mg/dL) 

LDL 
(mg/dL) 

Apo B 
(mg/dL) 

Estado 
hepático  

DMT2 

1 116.6 236 184 27 110 131 EHNA Sí 
2 127.4 138 184 37 119.4 100.3  Sí 

3 105.1 217 166 23 100 113 Frontera EHNA Sí 
4 130.7 150 188 38 120 120.4 Frontera EHNA No 
5 125.2 183 153 33 83 93.3 EHNA Sí 
6 135.5 163 200 40 127 143 Control Sí 
7 119.4 112 152 33 96.9 80.6 Frontera EHNA Sí 

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  Sí 
11 117.4 109 141 37 82 81.8 Frontera EHNA No 
12 120.9 92 174 36 119.6 109.4  Sí 

Tabla suplementaria 1.3. Información de concentración de lípidos sanguíneos así como 

diagnóstico de diabetes y EHNA de los pacientes de la toma de biopsia hepática para los 

ensayos de búsqueda de isoformas de LRPPRC, expresión de LRPPRC y genes 

mitocondriales (Tabla 7.2, secciones 8. Búsqueda de isoformas de LRPPRC y 8. Estudios de 

niveles de expresión de genes en tejido hepático y línea celular  humana HepG2). DMT2: Diabetes 

Mellitus tipo 2. EHNA: Esteatohepatitis no alcohólica. 
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M x̄ y σ ND1 x̄ y σ ND6 x̄ y σ CYTB x̄ y σ COX1 x̄ y σ ATP6 x̄ y σ ATP8 x̄ y σ h18s 

1 
P 

19.80198797 
±1.03729925 

20.76224899 
±0.13418368 

19.43494733 
±0.07983483 

17.83757782 
±0.17822751 

18.4223849 
±0.11210682 

18.54907799 
±0.38667079 

 

11.98028183 
±0.23097176 

2 
P  

20.8090712 
±0.10709017 

19.9858863 
±0.03161649 

19.3558369 
±0.07160884 

17.8238818 
±0.21355573 

18.4335887 
±0.10726935 

18.5003255 
±0.06308543 

 

11.89303239 
±0.110157704 

3 
P 

21.3471127 
±0.03264536 

20.9403712 
±0.02216021 

19.9051882 
±0.03066778 

18.1616141 
±0.02139357 

19.0302684 
±0.05272405 

19.153396 
±0.16398009 

 

11.54958121 
±0.08378904 

4 
WT  

 

20.5237306 
±0.37546983 

20.0269642 
±0.0403872 

19.0424633 
±0.07392303 

17.0785007 
±0.05608473 

18.7381872 
±0.05331073 

18.5894642 
±0.21396006 

 

11.5385555 
±0.34788643 

5 
WT 

 

20.285195 
±0.0390903 

20.2058341 
±0.08969729 

19.2390874 
±0.04720165 

16.7094364 
±0.09352769 

18.047849 
±0.15398331 

18.1283951 
±0.04217553 

 

11.4823469 
±0.19195948 

6 
WT 

 

20.5915807 
±0.15537996 

20.6530107 
±0.09371975 

19.7044214 
±0.12321837 

17.3819637 
±0.55844031 

18.5901934 
±0.13154707 

18.5724462 
±0.16522713 

 

11.59625594 
±0.086212044 

7 
WT 

 

20.7370122 
±0.06734488 

20.8878969 
±0.05629171 

19.9146709 
±0.20808397 

17.2069244 
±0.14660196 

18.6441924 
±0.1869186 

18.6502838 
±0.15058531 

 

12.59360981 
±0.125730187 

8 
WT 

 

20.1128 
±0.10370427 

18.7947985 
±0.10582561 

18.5934188 
±0.12288648 

17.1070251 
±0.01781789 

17.4515851 
±0.06476831 

17.6811523 
±0.0786446 

11.46308136 
±0.106972546 

 
9 

WT 
 

20.5997601 
±0.24709339 

19.8841387 
±0.03483949 

18.7953625 
±0.1391345 

16.8824673 
±0.23070745 

18.5507698 
±0.17240258 

18.5651423 
±0.11632977 

 

12.451088 
±0.15466238 

10 
WT 

 

21.7563864 
±0.08548733 

20.7667109 
±0.18898377 

19.8998928 
±0.10195767 

18.46897 
±0.07627473 

19.2058239 
±0.11858092 

19.2823334 
±0.09682783 

12.32512728 
±0.136815032 

 
11 
WT 

 

20.4173539 
±0.13978263 

20.2282327 
±0.08360537 

19.4288534 
±0.0970552 

17.6046015 
±0.1737378 

18.3098602 
±0.1635746 

18.9078471 
±0.00654896 

11.68710645 
±0.117692655 

 
12 
WT 

20.7946256 
±0.10656928 

20.3106772 
±0.0168503 

19.0358423 
±0.14284569 

16.6731952 
±0.58976837 

18.8334141 
±0.12793101 

18.6219514 
±0.12329235 

12.0944796 
±0.1971311 

Tabla suplementaria 1.4. Medias y desviaciones estándar de los valores de Ct del ensayo de 

expresión génica qPCR tiempo real de genes mitocondriales en las 12 muestras de tejido 

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

 

 

 

Status x̄ y σ ND1 x̄ y σ ND6 x̄ y σ CYTB x̄ y σ COX1 x̄ y σ ATP6 x̄ y σ ATP8 

Portador 8.845092138 
±0.98982 

8.755203671 
±0.64938183 

7.757692337 
±0.51782531 

6.133392758 
±0.41614277 

6.821115494 
±0.57332306 

6.926634683 
±0.58677095 

 
WT 8.731865989 

±0.4065 
8.280734804 
±0.5655299 

7.380262446 
±0.52288149 

5.320159312 
±0.63768154 

6.571136051 
±0.43777183 

6.640818349 
±0.43694315 

Tabla suplementaria 1.5. Medias y desviaciones estándar de los valores de ΔCt del ensayo 

de expresión génica qPCR tiempo real de genes mitocondriales en las medias de 

muestras de portadores (N=3) y no portadores (N=9) de tejido hepático. WT: Wild type 

(no portador).  
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Metodologías suplementarias 

Secuenciación 

Región 
(Exón) 

Oligonucleótido Sentido 
5’-3’ 

Oligonucleótido antisentido 
5’-3’ 

Ta 
(°C) 

Tamaño del 
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. Oligonucleótidos y condiciones utilizadas para las reacciones de 

amplificación por PCR y secuenciación Sanger de las regiones exónicas de LRPPRC.  

 

 

Reactivo Cantidad 

HotStarTaq Master Mix (Qiagen) 5 µL 

Oligonucleótido sentido (10 µM) 1 µL 

Oligonucleótido antisentido (10 µM) 1 µL 

DNAg 50 ng 

Agua grado Biología Molecular 3 µL 

Tabla suplementaria 2.2. Cantidades de reactivos utilizadas para las reacciones de 

amplificación por PCR punto final.  
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95 °C 94 °C Ta 72 °C 72 °C 

10 min 30 seg 30 seg 30 seg 

≤500 pb 

45 seg 

600-800 pb 

1 min 

900-1000 pb 

10 min 

≤500 pb 

20 min 

≥600 pb 

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo 

Tabla suplementaria 2.3. Secuencia de ciclos utilizada en la reacción de amplificación por 

PCR punto final para las regiones exónicas de LRPPRC utilizando HotStarTaq Master Mix 

(Qiagen).  

 

 

Reactivo Cantidad 

BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems) 2 µL 

Oligonucleótido Sentido o Antisentido (10 µM) 2 µL 

BigDye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 3 µL 

Reacción de PCR purificado 3-6 µL 

Agua grado Biología Molecular 11 µL 

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

secuenciación 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 reacción de secuenciación 

Sanger 

 

 

Amplificado dentro 
de la región de 

interacción 

Oligonucleótido Sentido 
5’-3’ 

Oligonucleótido antisentido 
5’-3’ 

Ta 
(°C) 

Tamaño del 
amplificado 

(pb) 

1 GTGATGCAAGTATCTT GGATTTCTATATAAAGTTGGCTA 51 2931 

2 TTGGCATTAAAAGAATGAGT GAAAGAGTCAATAGCCCTT 51 1899 
3 TGTGCTTCTGATTATATCCTG TAAAATTTACTCAAACATGCG 53 2243 

Tabla suplementaria 2.6. Oligonucleótidos y condiciones utilizadas para las reacciones de 

amplificación por PCR punto final de la región de interacción en el intrón 23 de LRPPRC.  

 

 

Reactivo Cantidad 

(µL) 

Solución Q, 5x 2.5 

Oligonucleótido Sentido (10 µM) 1 
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Oligonucleótido Antisentido (10 µM) 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 Biología 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 reacción de amplificación por 

PCR punto final para las regiones exónicas de LRPPRC utilizando la mezcla de enzimas 

LongRange PCR (Qiagen). 

 

 

Amplificado dentro de la 
región de interacción 

Oligonucleótidos para la secuenciación 
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. Oligonucleótidos utilizados para las reacciones de secuenciación 

Sanger de la región de interacción en el intrón 23 de LRPPRC.  

 

 

Amplificación para búsqueda de isoformas de LRPPRC 

Región 
(Exón) 

Oligonucleótido Sentido 
5’-3’ 

Oligonucleótido antisentido 
5’-3’ 

Ta 
(°C) 

Tamaño del 
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. Oligonucleótidos y condiciones utilizadas para las reacciones de 

amplificación por PCR y secuenciación Sanger del mRNA de LRPPRC utilizando 

HotStarTaq Master Mix (Qiagen). 
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Estudios de expresión 

 

Reactivo Cantidad (µL) 

TaqMan™ Universal PCR Master Mix, 2x 6.25 

Sonda TaqMan 0.6 
cDNA 2.5 

Agua grado Biología Molecular 3.15 

Tabla suplementaria 2.11. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR 

cuantitativa con uso del ensayo TaqMan para LRPPRC. 

 

 

Reactivo Cantidad (µL) 

TaqMan™ Universal PCR Master Mix, 2x 6.25 

Oligonucleótido Sentido (10 µM) 0.375 

Oligonucleótido Antisentido (10 µM) 0.375 

Sonda TaqMan 0.25 
cDNA 2.5 

Agua grado Biología Molecular 2.75 

Tabla suplementaria 2.12. Cantidades de reactivos utilizados para las reacciones de PCR 

cuantitativa con uso de oligonucleótidos y sonda TaqMan. 

 

 

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 reacción de PCR cuantitativa 

usando sondas TaqMan.  

 

 

 

Gen Oligonucleótido Sentido 
5’-3’ 

Oligonucleótido antisentido 
5’-3’ 

Tamaño del 
amplificado 

(pb) 

ND1 CCCTAAAACCCGCCACATCT GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT 69 

ND6 GGTTAGCGATGGAGGTAGGATTG AAAGCCCCCGCACCAATA 151 
CYTB TCACCTCCCATTCCGATAAAATCAC GGGTTGGCTAGGGTATAATTGTCTG 151 
COX1 GACGTAGACACACGAGCATATTTCA AGGACATAGTGGAAGTGAGCTACAAC 251 
ATP6 TAGCCATACACAACACTAAAGGACGA GGGCATTTTTAATCTTAGAGCGAAA 201 
ATP8 CAACTAAAAATATTAAACACAAACTACCACC CGTTCATTTTGGTTCTCAGGG 96 

h18s CGGCTACCACATCCAAGGAA CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT 86 

GAPDH CCCCGGTTTCTATAAATTGAGC CTTCCCCATGGTGTCTGAG 364 

β-ACTINA ACCGCGAGAAGATGACCCAG TGCTCGAAGTCCAGGGCGAC 331 

 GUSB GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 101 

Tabla suplementaria 2.14. Oligonucleótidos utilizados para las reacciones de amplificación 

por PCR cuantitativa del cDNA. 
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Reactivo Cantidad (µL) 

SYBR GREEN 6.25 

Oligonucleótido Sentido (10 µM) 0.375 

Oligonucleótido Antisentido (10 µM) 0.375 
cDNA (concentración variable) 2 
Agua grado Biología 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 

Captación de 

señal 

15 seg 1 min 
Captación de 

señal cada 0.3 °C 

15 seg 

1 ciclo  45 ciclos  Melting curve 

Tabla suplementaria 2.16. Secuencia de ciclos utilizada en la reacción de PCR cuantitativa 

con el sistema SYBR GREEN.  
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