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RESUMEN.

La hipoalfalipoproteinemia (HALP) es una dislipidemia que se caracteriza
por valores de lipoproteinas de alta densidad (HDL) menores a 40 mg/dl, y ha sido
asociada como un factor de riesgo para la enfermedad arterial coronaria (EAC).
Diversos estudios muestran que la mayoria de las formas no familiares de HALP
son de tipo multifactorial y poligénico y entre los genes que se han sugerido que
pudieran afectar los niveles de HDL se encuentra el de la apolipoproteina A-I
(APOAL). Mutaciones en el gen APOA1 han sido reportadas en pacientes con
HALP familiar. En este estudio se evalud la contribucién del gen APOA1 en un
grupo de 11 individuos no relacionados con HALP vy triacilgliceroles normales, los
cuales fueron seleccionados de una muestra de 314 individuos de la poblacién
mexicana. La region promotora, los 4 exones y parte de los intrones adyacentes
del gen APOAL fueron analizados a través de secuenciacion directa, permitiendo
la identificacién de tres polimorfismos previamente reportados: -75G>A en el
promotor, ISV2+41T>C en el intrén 2 e ISV3+33C>T en el intréon 3. El
polimorfismo -75G>A del promotor ha sido asociado principalmente a valores
elevados de HDL en distintas poblaciones. Sin embargo, en este estudio no se
observé diferencia significativa al comparar la frecuencia obtenida de esta
variante en un grupo de individuos con hiperalfalipoproteinemia (HDL > 60mg/dl)
vs HALP (p=0.728) sugiriendo que la variante -75G>A del promotor no afecta de
manera importante la regulacion de los niveles de las HDL. En conclusion, los
resultados obtenidos sugieren que el gen APOAl no presenta variantes

funcionales que afecten los niveles de HDL en individuos mexicanos con HALP.



l.- INTRODUCCION.

1.- LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS PLASMATICAS.
1.1- Lipidos.

Los lipidos son sustancias insolubles en agua que constituyen una parte
importante de la alimentacién. En el organismo forman la principal fuente de
energia metabdlica y son parte estructural de las membranas celulares. (Yeagle
1985).

Los lipidos plasmaticos mas importantes desde el punto de vista clinico son
el colesterol total (CT), colesterol de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés),
colesterol de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) y los triacilgliceroles

(TG) conocidos clinicamente como triglicéridos (Hegele 2001).

El colesterol es un componente estructural importante de membranas
celulares y un precursor en la biosintesis de acidos biliares, hormonas esteroides
y vitamina D. Los triacilgliceroles forman parte de las grasas neutras y
representan la principal forma de almacenamiento de energia del organismo
formando el 95% del tejido adiposo (Ganong 2002).

El colesterol y los triacilgliceroles, debido a su insolubilidad en agua,
necesitan unirse a proteinas (apolipoproteinas) para ser transportados en la
sangre formando moléculas llamadas lipoproteinas (Hegele 2001).

1.2.- Apolipoproteinas.

Las apolipoproteinas (apos) son un grupo de proteinas solubles en agua
que se unen facilmente a estructuras lipidicas debido a su conformacion
molecular tipica conocida como alfa hélice anfipatica. Las apos tienen un papel

fundamental en el transporte de los lipidos y actualmente hay evidencias de que



intervienen en el metabolismo de los mismos actuando como cofactores de
enzimas y de proteinas transferidoras de lipidos (Segrest et al. 1994).

La mayoria de las apos son sintetizadas en el higado, con masas
moleculares que varian desde menos de 7 kDa (Apo C-I) hasta mas de 500 kDa
(Apo B-100); sus concentraciones plasmaticas también son muy variables desde
10 mg/dl para algunas de ellas como Apo B-48, Apo C-I, Apo C-IlI, Apo C-lll y Apo
E hasta mas de 150 mg/dl para Apo A-lI (Alaupovic 1971; Bachorik et al. 1997;
Marcovina y Packard 2006).

1.3 Lipoproteinas.

Las lipoproteinas son macromoléculas esféricas que transportan, a traves
del plasma, principalmente colesterol y triacilgliceroles, ademas de fosfolipidos,
vitaminas y ésteres de colesterol.

Las lipoproteinas presentan un nucleo hidrofébico no polar formado por
triacilgliceroles y ésteres de colesterol, y una capa hidrofilica constituida por
fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas (Figura 1) (Ganong 2002; Hegele

2001).

Esteres de colesterol

Yoy /
R‘I:.l'uljpulmE

ApoA-l

Triacilgliceroles™ C=# i[5

Colesterol libre

Figura 1.- Lipoproteina (Ej. Lipoproteina de alta densidad, HDL) (Modificado Ganong 2002).
Las lipoproteinas se clasifican en base a su tamafio, densidad y movilidad
electroforética (Tabla 1). Las principales lipoproteinas en orden creciente de

densidad son: quilomicrones (QM), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL,



por sus siglas en inglés), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, por sus siglas
en inglés), LDL y HDL. (Todd-Sanford-Davidsohn 1990; Blanche et al. 1981,

Neubeck et al.1977; Havel et al.1955).

Tabla 1.- Tamafo, densidad y composicion de las principales lipoproteinas.

Lipoproteina Densidad Diametro Movilidad
(g-cm™) (nm)  electroforética Composicién
Proteinas Principales Lipidos Principales
% proteinas % lipidos
QM <0.94 75-1000 Origen 1-2 Apo B-48 98-99 Triacilgliceroles
VLDL 0.95-1.006 30-80 Pre-B o a, 6-10 Apo B-100 90-94 Triacilgliceroles
IDL 1.006-1.019 25-40 Pre-B lenta 10 Apo B-100 90 Triacilgliceroles
Colesterol
LDL 1.019-1.063 20-25 B 18-22 Apo B-100 78-82 Colesterol
HDL2 1.063-1.125 9-12 o 40-50 Apo A-l 45-55 Fosfolipidos
Apo A-ll Colesterol
HDL3 1.125-1.210 75-9 o 50-56 Apo A-l 20-45 Fosfolipidos
Apo A-ll Colesterol

Modificada de Kwiterovich 2002 y Todd-Sanford-Davidsohn 1990

Los QM y las VLDL transportan principalmente triacilgliceroles mientras que

las LDL y HDL transportan preferentemente colesterol. EI metabolismo de las
lipoproteinas es una red compleja de procesos bioquimicos que comprende desde
su ensamblaje hasta su catabolismo en donde el mecanismo llamado transporte
reverso del colesterol es un punto clave en la regulacién de los niveles de las

mismas (Ganong 2002; Hegele 2001).

2.- TRANSPORTE REVERSO DEL COLESTEROL (TRC).

El transporte reverso del colesterol es un mecanismo por el cual el
colesterol que se encuentra en las células periféricas regresa al higado para ser
excretado o reutilizado.

El primer paso del TRC se conoce como eflujo del colesterol el cual lleva a
cabo la extraccion de éste de las células periféricas y se realiza por simple
difusién pasiva o ayudado por transportadores transmembranales como son:

ABCA1l, ABCG1 y ABCG4. Cuando el mediador es el transportador ABCA1 las



particulas receptoras de colesterol libre y fosfolipidos son las apolipoproteinas A-I
no lipidadas, mientras que para los transportadores ABCGl y ABCG4 las
moléculas aceptoras son las HDL, y HDL3; (Wang et al. 2004; Klerkx et al. 2006).

Las Apo A-l no lipidadas al unirse al colesterol forman las HDL nacientes
que son particulas discoidales ricas en apolipoproteinas (HDL3). Cuando el
colesterol que contienen se esterifica por accion de la enzima lecitina:colesterol
aciltransferasa (LCAT) se transforman en moléculas hidrofobicas llamadas HDL
maduras (HDL,) de forma esférica, mayor tamafio y menor densidad.

Las HDL maduras depositan directamente los ésteres de colesterol en el
higado ayudadas por el receptor tipo basurero SR-B1 o, indirectamente,
transfiriendolos a las VLDL y LDL de donde pasan al higado a través de los
receptores hepaticos de las lipoproteinas de baja densidad (RLDL) (Figura 2)

(Brewer 2004; Ohashi et al. 2005; Boekholdt 2006).

Apo A-l SR-BI __

Apo Al l ‘ ‘
LCAT /'
s : ()

Apo A-l

HDL HDL RLDL
, NACIENTES
CELULA PERIFERICA MADURAS CETP
’ Apo B
Apo B
EEE——
LDL

VLDL

Figura 2.- Transporte reverso del colesterol (Modificado de Rader y Maugeais 2000).

CL: Colesterol libre, EC: Esteres de colesterol, TG: triacilgliceroles, LCAT: Lecitina:colesterol
aciltransferasa, CETP: Proteina transferidora de ésteres de colesterol, SR-B1: Receptor basurero
tipo B clase 1y RLDL: Receptor de LDL.



3.- ATEROESCLEROSIS.

La ateroesclerosis es uno de los principales procesos que conducen a la
enfermedad arterial coronaria (EAC). En los paises desarrollados la EAC
constituye la principal causa de muerte desde mediados del siglo XX (Fuster
1999), y actualmente en México se encuentra dentro de las cinco primeras causas
de mortalidad (Secretaria de Salud, México 2002; Secretaria de Salud, México
2004).

La ateroesclerosis es un desorden de tipo inflamatorio caracterizado por la
formacion de placas de tejido fibroso llamadas ateromas. Estas placas se inician
por la acumulacién y subsecuente oxidacion de las LDL depositadas en la capa
intima de la arteria. Los monocitos diferenciados en macréfagos son atraidos al
lugar de la lesion en donde internalizan los lipidos, principalmente LDL-oxidadas,
transformandose en células espumosas (Fan y Watanabe 2003; Barter 2005;
Bhakdi 2003).

A la lesion inicial en la pared arterial se van agregando otras particulas
como los linfocitos T, plaquetas, células de musculo liso, factores de crecimiento y
citocinas, todos ellos involucrados en el desarrollo de una lesion que se calcifica
formando finalmente el ateroma (Barter 2005; Fan y Watanabe 2003; Ganong
2002).

La ateroesclerosis es una enfermedad multifactorial resultante de la
interaccion de factores genéticos y ambientales. Se cree que los factores
geneéticos contribuyen entre un 50 y un 70% a la enfermedad como lo demuestran
estudios en gemelos idénticos (Koskenvuo et al. 1992; Scheuner 2001), incluido

un pequefio porcentaje formado por las enfermedades de tipo mendeliano como



la hipercolesterolemia familiar y la hipoalfalipoproteinemia familiar (Lusis et al.
2004). Algunos de los factores ambientales que la afectan son: tabaquismo,
alcoholismo, dieta alta en grasas y sedentarismo entre otros.

Diversos estudios tanto epidemiolégicos, como en modelos animales han
mostrado que las concentraciones anormales de lipidos y lipoproteinas en plasma
(dislipidemias) favorecen el desarrollo y la evolucion de la ateroesclerosis. Se ha
observado que los valores disminuidos de HDL en plasma
(hipoalfalipoproteinemia) aumentan la incidencia de la misma. Otros factores de
riesgo asociados conocidos son: edad, sexo, obesidad y diabetes (Castelli et al

1992; Gordon y Rifkind 1989; Lusis et al 2004).

4.- RELACION HDL-ATEROESCLEROSIS.

Estudios epidemiolégicos han mostrado una relacion inversamente
proporcional entre los niveles plasmaticos de HDL y el riesgo de desarrollar
enfermedad arterial coronaria, sugiriendo que las HDL tienen un efecto protector
contra el desarrollo de la ateroesclerosis. (Gordon et al. 1977; Lewis 1983; Miller
1987; Gordon y Rifkind 1989; Rubins et al. 1999; Johansson et al. 1991a; Junyent
et al. 2006).

Actualmente se conocen 5 subfracciones de HDL: HDL3;, HDL3p, HDL3,,
HDL,, y HDLy, de acuerdo al orden ascendente en el tamafio de su diametro
(Blanche et al. 1981). Algunos estudios sugieren que el efecto protector o anti-
aterogénico es mayor cuando la relacion de la subfraccion HDL,, aumenta con
respecto a las subfracciones HDL3; y HDL 3, (Johansson et al. 1991b; Williams et

al. 1997).



El efecto antioxidante y la capacidad antiinflamatoria de las HDL
contribuyen a sus efectos cardioprotectores pero se cree que el papel que juegan
las HDL en el transporte reverso del colesterol es de primordial importancia para
su efecto anti-aterogénico. (Schultz y Rubin 1994; Cockerill y Reed 1999;
Mackness y Durrington 1995; Badimon et al. 1990; Barter 2005).

Otros hallazgos que apoyan la importancia anti-aterogénica de las HDL se
basan en estudios clinicos dirigidos no solamente a disminuir los niveles de LDL,
estrategia que redujo solo el 45% de los casos de EAC, sino también a aumentar
los niveles de las HDL, representando una alternativa viable para aminorar el otro
55% de riesgo cardiovascular (Heart Protection Study Collaborative Group 2002;

Brewer 2004; Klerkx 2006; Calabresi et al. 2006).

5.- HIPOALFALIPOPROTEINEMIA.

Se le llama hipoalfalipoproteinemia (HALP) a la dislipidemia que se
caracteriza por tener niveles de HDL menores a la percentila 10 (ajustados por
edad y género), o de acuerdo al Programa Nacional de Educacion en Colesterol
(NCEP, por sus siglas en inglés) niveles de HDL menores a 40 mg/dl (National
Cholesterol Education Program 2002). Se ha demostrado que hasta un 40% de
las personas con enfermedad arterial coronaria prematura padecen de HALP
(Genest et al. 1993).

El 50-70% de la variacion en los niveles de las HDL esta determinada
genéticamente (Whitfield y Martin 1983; Heller et al. 1994; Miller et al. 2003). Los
analisis de segregacion indican que la HALP tiene una herencia poligénica sin

descartar efectos de genes dominantes y recesivos que se han detectado en por



lo menos un 10% de las familias (Breslow 1995; Tall y Breslow 1996; Rader y
Maugeais 2000; Canizales-Quinteros et al. 2003).

Aunque se ha encontrado asociacion con algunas variantes de los genes
que intervienen en el transporte reverso del colesterol como CETP, LCAT, lipasa
hepatica (HL) con los niveles de HDL, existen estudios que sugieren que el eflujo
del colesterol es el proceso principal implicado en la regulacion de las HDL
(Zannis et al. 2006; Yancey et al. 2003). Es por ello que los genes que intervienen
en este proceso como el ABCAl, SR-B1, ABCG1, ABCG4 y APOAL son un
importante blanco de estudio en la identificacion de variantes génicas asociadas
al fenotipo HALP (Tall y Wang 2000; Hayden et al. 2000; Yancey et al. 2003;

Lackner et al. 1993; Han et al. 1999; Hovingh 2005).

6.- APOLIPOPROTEINA A-l.
6.1 Generalidades.

La apolipoproteina A-I (Apo A-l) es la mas abundante en plasma y
constituye entre el 70 y 90% de la fraccion proteica de las HDL. Los niveles
plasmaticos de Apo A-l son generalmente mayores en mujeres y correlacionan
con la concentracion de las HDL (Schonfeld y Pfleger 1974; Karlin et al. 1976;
Breslow et al. 1982).

Al igual que las HDL, se ha sugerido que concentraciones altas de Apo A-I
inhiben la evolucién de la ateroesclerosis, por lo que se les ha considerado como
un factor anti-aterogénico (Li et al 2003).

La Apo A-l es sintetizada principalmente en higado e intestino como un

precursor proteico conocido como pre-pro-Apo A-l constituido por 267



aminoacidos (Law et al. 1983), siendo eliminados los 24 aminoacidos
aminoterminales para convertirse en una proteina madura de 243 aminoacidos
(Brewer et al. 1978).

La Apo A-l participa activamente en el eflujo del colesterol aceptando el
colesterol de las células periféricas para formar las HDL nacientes y activando a la
enzima LCAT (Fielding et al. 1972; Fielding y Fielding 1995; Barter y Rye 1996).
La importancia de Apo A-l en el transporte reverso del colesterol ha sido mostrada
en ratones deficientes de esta apolipoproteina, los cuales presentan una
disminucién tanto en los niveles de HDL como de colesterol total hasta en un
70%, asi como un decremento del 75% en la actividad de LCAT (Williamson et al.
1992; Plump et al. 1997; Parks et al. 1995; Temel et al. 2002).

En la estructura de la Apo A-l se han identificado repeticiones de 11 y 22
aminoacidos unidos por residuos de prolina. Estas estructuras en forma de alfa
hélices anfipaticas le proporcionan estabilidad a las particulas HDLs. Para su
union a los lipidos se requieren los dominios amino y carboxilo terminal mientras
que el dominio central ha sido relacionado con la activacion de LCAT (Martin-
Campos et al. 2002; Fitch 1977; Frank y Marcel 2000; Chroni et al. 2005; Ajees et
al. 2006; Zhu et al. 2005).

En 1978 fue reportada la secuencia completa de aminoacidos para la
proteina Apo A-l1 (Brewer et al. 1978). El gen APOAl se encuentra en el
cromosoma 11 banda g23.3. Este gen forma parte de un grupo de genes (APO
A1-C3-A4-Ab), esta constituido por cuatro exones y tres regiones intronicas que
suman 1.87 kb. La extension de los exones es de 18, 63, 157 y 659 pb

respectivamente (Cheung et al. 1984; Arinami et al. 1990).



6.2 Variantes de Apo A-I.

A la fecha se encuentran reportadas un total de 43 variantes para el gen
APOAL, 10 de las cuales producen el fenotipo de HALP y/o deficiencia de HDL ya
sea por sustitucion de nucledtidos, deleciones o inserciones (Human Gene
Mutation Database) (HGMD Stenson et al. 2003). Se ha identificado una
frecuencia mutacional entre el 5y 6% en individuos con HALP (Araki et al. 1994;
Von Eckardstein et al. 1990; Yamakawa-Kobayashi et al. 1999).

La primer variante reportada para el gen APOA1 se denomind Apo A-l wmiano
(R173C), la cual fue identificada en wuna familia italiana con
hipoalfalipoproteinemia pero sin presencia de ateroesclerosis (Franceschini et al.
1980; Weisgraber et al. 1983). La hipotesis actual para este fenotipo también
presentado por la variante Apo A-l paiis (R151C), es que la cisteina que sustituye a
la arginina produce una actividad antioxidante (Bielicki y Oda 2002). Actualmente,
una proteina recombinante de Apo A-I conteniendo la mutacion yjano €sta siendo
utilizada como una estrategia terapéutica en un programa piloto de pacientes con
sindrome coronario agudo (Nicholls et al. 2006; Calabresi et al. 2006).
Anteriormente, en modelos animales ya se habian demostrado las propiedades
anti-aterogeénicas, anti-tromboticas, anti-inflamatorias y anti-oxidantes de esta
variante (Marchesi y Sirtori 2006; Kaul y Shah 2005).

Aproximadamente la mitad de las variantes reportadas del gen APOAL co-
segregan con niveles disminuidos o nulos de Apo A-l y/o de HDL por diferentes
causas como, por ejemplo, la variante Apo A-l1 (P143R) giessen (Utermann 1984)
que presenta deficiencia de HDL debido a un defecto en la activaciéon de LCAT.

Otros ejemplos de variantes que producen HALP, a través de un efecto dominante
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son: Apo A-l (L159P) zavaia, AP0 A-l (L159R)kiniandia, AP0 A-I(R160L)os0. Apo A-l
(AE235)nichinan, APO A-l (A165-175) maiiorca Y APO A-l (L144R) zaragoza- (Miller et al.
1998; Miettinen et al. 1997; Leren et al. 1997; Han et al. 1999; Martin-Campos et
al. 2002 y Recalde et al. 2002).

Ademas de las mutaciones mencionadas, existen polimorfismos asociados
a la variacion de los niveles de HDL, tal es el caso de la variante -75G>A ubicada
en la region promotora del gen APOAL. Esta variante ha sido asociada
principalmente a hiperalfalipoproteinemia en distintas poblaciones (Pagani et al.
1990; De Franca et al. 2005; Jeenah et al. 1990). Sin embargo, esta variante
también ha sido asociada a otros fenotipos como la hipertrigliceridemia y un
riesgo temprano de enfermedad de Alzheimer no familiar (Sorkin et al. 2005;

Vollbach et al. 2005).

7.- VARIANTES FUNCIONALES EN PACIENTES CON
HIPOALFALIPOPROTEINEMIA.

En la mayoria de los individuos la variacion en los niveles de HDL no se
hereda como un rasgo monogénico Sino como un rasgo cuantitativo complejo.
Estos rasgos se regulan a través de la suma acumulada de polimorfismos
comunes con un efecto funcional pequefio. Pero una hipotesis relativamente
reciente ha sugerido que los fenotipos complejos, como es la regulacion de los
niveles de HDL, también pueden deberse a variantes raras, no comunes, pero con
un efecto mayor sobre el fenotipo (Pritchard 2001).

Para detectar estas variantes génicas con un efecto funcional importante se

ha utilizado una estrategia en la cual se buscan cambios no sinGnimos en
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individuos que se encuentran en los extremos del rasgo cuantitativo complejo (en
este caso hipoalfalipoproteinemia e hiperalfalipoproteinemia). Una variante
detectada en individuos con niveles bajos de HDL y no encontrada en individuos
con niveles altos de HDL, podria presentar un efecto funcional importante en la
modulacion de los niveles de las HDL (Cohen et al. 2004; Frikke-Schmidt et al.

2004).

8.- EPIDEMIOLOGIA.

Las enfermedades cardiovasculares representan un serio problema de
salud publica en México ya que de acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) y a la Secretaria de Salud desde el afio 2000 se
encuentran junto con la diabetes entre las dos primeras causas de muerte en
poblacién mexicana. Para el afio 2002 la enfermedad isquémica del corazén fue
la primer causa de muerte en hombres (10.5%) y la segunda causa en mujeres
(10.7%) (Secretaria de Salud, México 2002; Secretaria de Salud, México 2004).

El nivel de los lipidos en el plasma es el indicador clinico mas comunmente
utilizado para medir el riesgo potencial de enfermedad cardiovascular prematura.
Se ha visto que las concentraciones tanto de lipidos como de lipoproteinas varian
entre las diferentes poblaciones debido a factores tanto genéticos como
ambientales (Segal et al. 1982), No existen valores de referencia universalmente
aceptables, pero se asumen como tales los niveles de lipidos con los cuales
comienza a existir riesgo de dafio a nivel arterial debido al depésito de los
mismos, publicados por el NCEP 2002.

Para definir el factor de riesgo cardiaco se han utilizado diferentes

relaciones entre los lipidos como, LDL/HDL, CT/HDL, No-HDL/HDL.
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Recientemente se ha descrito la relacion Apo B/Apo A-I como un buen marcador
de riesgo cardiovascular (Packard y Saito 2004; Walldius y Jungner 2004;
Walldius et al. 2006).

De acuerdo a un estudio realizado en poblacién mexicana urbana de entre
20 y 69 afos, las dislipidemias mas comunes en México son la HALP (definida
como HDL< 35 mg/dl) con una frecuencia de 46.2% en hombres y 28.7% en
mujeres y en segundo lugar la hipertrigliceridemia (TG < 200 mg/dl) con una
frecuencia de 31.9% en hombres y 18.8% en mujeres. La combinacion
triacilgliceroles altos/HDL bajos fue el patrén de lipidos anormales con mayor
prevalencia teniendo una frecuencia de 18.6% en poblacién general (Aguilar-

Salinas et al. 2001).
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ll.- JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La HALP es la dislipidemia mas frecuente en la poblacién mexicana, con
una de las prevalencias mas altas reportadas en el mundo. Sin embargo, ain con
la importancia epidemiolégica que presenta esta dislipidemia para nuestra
poblacién, no existen reportes en la literatura que evallen la contribucion del
componente genético en el desarrollo de este padecimiento.

Uno de los procesos mas importantes en la regulacion de los niveles de las
HDL es el transporte reverso del colesterol, y particularmente, el paso inicial del
mismo, conocido como eflujo del colesterol en el cual se forman las HDL
nacientes. Este primer paso parece ser el mas importante para entender la
relacion inversa entre los niveles de HDL y el desarrollo de ateroesclerosis,
ademas explica mas del 40% de los casos de HALP.

Como parte de un proyecto en el que se analizaran los genes que
participan en el eflujo del colesterol, en este estudio se determinara la
participacion de la proteina Apo A-l en la regulacion de los niveles de las HDL en
individuos con HALP, a través de la busqueda de variantes con cambio de
aminodcido o en la region reguladora del gen APOA1 y se establecera su caracter
funcional evaluando la presencia de estas variantes en un grupo de individuos con

hiperalfalipoproteinemia.
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ll.- HIPOTESIS.

Es posible que existan variantes funcionales en el gen APOAL en pacientes

con hipoalfalipoproteinemia.
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V.- OBJETIVOS.

1.- OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la contribucion del gen APOA1l en pacientes mexicanos con
hipoalfalipoproteinemia.

2.- OBJETIVOS PARTICULARES.

a) lIdentificar variantes provocadas por un cambio de aminoacido o
localizadas en la region reguladora del gen APOA1l en individuos con
hipoalfalipoproteinemia.

b) Establecer el caracter funcional de las variantes identificadas en los
individuos con hipoalfalipoproteinemia a través de la bdsqueda intencionada en

individuos con hiperalfalipoproteinemia.
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V.- METODOLOGIA.

1.- SUJETOS.

Se obtuvieron muestras de 10 ml de sangre periférica de individuos

radicados en la ciudad de México (n=314), con al menos 3 generaciones nacidas

en México. La poblacion de estudio fue captada en las siguientes instituciones:

Universidad Autonoma Metropolitana, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricién Salvador Zubiran, Centro Médico Nacional Siglo XXI e Instituto Nacional

de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez.

De la muestra anterior se seleccionaron 11 individuos (5 hombres y

6 mujeres) para el analisis del gen APOAL, los cuales cumplieron con los criterios

de inclusién y exclusién siguientes:

CRITERIOS DE INCLUSION.

Edad = 18 afios.

Niveles de glucosa < 100 mg/dI
Niveles de HDL < 35 mg/dl.
Triacilgliceroles < 150 mg/dl

indice de masa corporal < 30 kg/ m?.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Diabetes.

Niveles de creatinina en suero > 2 mg/dl.

Enfermedad hepatica.
Hipotiroidismo.
Terapia hormonal.

Alcoholismo.
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B Tabaquismo.

B Infeccidn aguda tres semanas previas a las mediciones.
B Pacientes con medicamentos hipolipemiantes.

B No cumplir con los criterios de inclusion.

Es importante mencionar que debido a la relacion inversa entre los niveles
de triacilgliceroles y HDL, se excluyeron aquellos individuos que pudieran
presentar HALP secundaria a hipertrigliceridemia.

Para cada participante, se obtuvo el consentimiento informado por escrito
(Anexo 1). El protocolo de investigacion para la evaluacion del componente
genético de la variacion de los niveles de las HDL en poblacion mexicana fue

aprobado por el Comité de Etica e Investigacion en Humanos del INCMNSZ.

2.- CARACTERIZACION CLINICA.

De acuerdo a los valores establecidos por el NCEP se consider6
hipercolesterolemia cuando los niveles de colesterol total en sangre fueron
superiores a 200 mg/dl, hipertrigliceridemia niveles de triacilgliceroles mayores a
150 mg/dl e HALP niveles de HDL < 40 mg/dl (National Cholesterol Education
Program 2002).

Se definié obesidad valores de IMC = 30 kg/m?y sobrepeso cuando el IMC
fue = 25 y < 30 kg/m?. Se clasificé como diabéticos a los individuos con niveles de
glucosa sanguinea en ayunas = 126 mg/dl o un diagndstico previo de diabetes
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes 2003). La
hipertension fue diagnosticada por la medicion de presion arterial sistdlica = 140

mm Hg, presion arterial diastolica =2 90 mm Hg o el uso de medicamentos
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antihipertensivos (World Health Organization-International Society of Hypertension

1999).

3.- METODOS.
3.1 Entrevista.

En base a un cuestionario estandarizado, mediciones antropométricas y
valoracion fisica, se recopilaron los siguientes datos: edad, género, presion
arterial sistolica y diastélica, medida de cintura, cadera, peso y altura,
antecedentes familiares de enfermedades como diabetes, hipertension,
enfermedad arterial coronaria, habitos en cuanto al alcohol y cigarro. El indice de
masa corporal (IMC) fue calculado de acuerdo a la relacion entre el peso (medido
en kilogramos) dividido entre la altura (medida en metros) elevada al cuadrado.
3.2 Determinaciones Bioquimicas.

A través de métodos enzimaticos (Beckman Synchron CX5) se midieron las
concentraciones de glucosa, creatinina, acido Urico, colesterol total,
triacilgliceroles y HDL. Las concentraciones de Apo A-l y Apo B fueron
determinadas por nefelometria en un equipo automatizado (Array Protein System
Beckman Coulter) y las determinaciones de insulina fueron llevadas a cabo en el
equipo automatizado de divison de diagnosticos ABBOTT (IMX System) por
medio de inmunoensayo enzimatico de microparticulas (MEIA, por sus siglas en
inglés).

El colesterol de baja densidad fue determinado por medio de la formula de

Friedewald (Friedewald et al. 1972; Turkalp et al. 2005), la cual tiene una buena
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correlacion (r=0.9908) con determinaciones directas por inmunoseparacion,
cuando los triacilgliceroles son iguales o menores a 300 mg/dl:
LDL =CT —HDL - TG/5
Las determinaciones bioquimicas fueron realizadas en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del Instituto de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. Los valores de referencia para estas determinaciones

se presentan en la tabla 2.

Tabla 2.- Valores de referencia de determinaciones bioquimicas.

MUJERES HOMBRES

Glucosa (mg/dl) 70 - 109 70 — 109
Colesterol (mg/dl) 0-200 0-200
Triacilgliceroles(mg/dl) 35-160 35-160
HDL (mg/dl) 35- 85 35-85

LDL (mg/dl) 90 - 130 90 - 130
APO A-I (mg/dl) 101 — 199 94 — 178
APO B (mg/dl) 49 — 103 52 -109
Insulina (uU/ml) 2-25 2-25

3.3 Extraccién de acido desoxirribonucleico (DNA).

El DNA de cada una de las muestras en estudio fue extraido a partir de
leucocitos obtenidos de sangre periférica anticoagulada a través de un método sin
extracciones fendlicas (Buffone y Darlington 1985).

La calidad de las muestras de DNA obtenidas se evalué mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y la
concentracion fue determinada midiendo la absorbancia a 260 nm (1 unidad de
absorbancia 6 1 D.O. corresponde a 50 ug/ml).

La relacidon 260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se considera que

las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.O.,5 Son las Optimas.
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3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es
uno de los métodos in vitro mas rapidos para producir grandes cantidades de
fragmentos iguales de DNA para su analisis molecular. Se basa en la extension
de 2 oligonucledtidos, cada uno complementario de las cadenas opuestas de DNA
adyacentes a la secuencia o fragmento de interés. Se lleva a cabo con la
intervencion de una polimerasa, la presencia de deoxinucleotidos (ANTPS) y un
amortiguador que contiene magnesio.

A través de PCR se amplificaron las regiones codificantes y no codificantes
del gen APOAL1 utilizando oligonucleodtidos disefiados de acuerdo a la secuencia
genomica del gen APOAL (Shoulders et al. 1983) (Anexo 2). El exdén 4 se dividio
en dos partes y se utilizd un par de oligonucledtidos para cada fragmento.

El andlisis de la region promotora, los 4 exones del gen APOAl y
fragmentos intronicos adyacentes fue realizado a través de PCR como se
describe a continuacion: para un volumen final de 20 pl se utilizaron 16 ul de
polimerasa 2x Master Mix (QIAGEN) (3mM MgCl,, 400 uM de c/u dNTP, 0.05 U
Taq polimerasa), 15 pmoles de cada oligonucleétido y 50 ng de DNA gendmico.
Para el exdén 2 se utilizaron 10.8 ul de Master Mix, 30 pmoles de cada
oligonucledtido, 150 ng de DNA y 1% de dimetilsulféxido (DMSO).

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) con una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
min, 35 ciclos con desnaturalizacién a 94°C por 1 min, alineamiento a 59-62°C por
45 seg, extensién 72°C por 1 min y con una extension final a 72°C por 10 min. Las

temperaturas de alineamiento para cada exdn se muestran en el anexo 2.
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Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 2% y TBE 0.5x (Tris, acido bérico, EDTA), se tifieron con bromuro de
etidio y se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb para determinar su
tamafo (DNA Ladder New England Bio Labs Inc).

3.5 Secuenciacion del gen APOAL.

Los productos de la amplificacion fueron purificados a través de columnas
QIAGEN (QIAquick PCR purification kit). El producto purificado se utilizé para una
segunda PCR en la que se incorporaron nucleotidos fluorescentes de tipo Big Dye
(Big Dye terminators v3.0, Applied Biosystems), las condiciones de amplificacion
fueron las recomendadas por el fabricante.

Después de la PCR de secuenciacion se hizo una nueva purificacion
utiizando columnas CentriSep (Applied Biosystems), se agregé 16 ul de
formamida y se desnaturalizé a 96°C durante 4 min. Las reacciones fueron
analizadas en un secuenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) y la secuencia obtenida de cada uno de los fragmentos se
compar6 con la previamente reportada (Shoulders 1983).

3.6 Anélisis estadistico de datos.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) para Windows versién 10.0. Para el
analisis de variables continuas se estimaron los valores medios y la desviacién
estandar. Los valores fueron expresados como la media + desviacién estandar,
los datos fueron redondeados a un decimal. Las frecuencias fueron expresadas
en %. Las diferencias significativas entre los subgrupos de las distintas

determinaciones fue determinada por la prueba t de student y las diferencias en
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las frecuencias entre los grupos de hipo e hiperalfalipoproteinemia fueron
determinadas por una prueba exacta de Fisher. En todos los analisis realizados

se considero una p<0.05 como estadisticamente significativa.
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VI.- RESULTADOS.

1.- Datos antropomeétricos, clinicos y bioguimicos.

La muestra estuvo integrada por n=314 de los cuales un 68.5% fueron
mujeres y 31.5% hombres, con una edad promedio de 43.4 afios (18-92 afios). El
35% de los individuos de la muestra tuvieron sobrepeso y 24.2% obesidad. Se
observé diabetes en 7% de la muestra e hipertension arterial en 29.2% de los
individuos. Las siguientes dislipidemias fueron observadas: hipercolesterolemia
(61.8%), hipertrigliceridemia (48.7%) e hipoalfalipoproteinemia (HDL < 40 mg/dl)
28%.

Al comparar los niveles de lipidos por género, los valores promedio de
colesterol, triacilgliceroles, Apo B y LDL fueron mayores en hombres, alcanzando
significancia solamente los 2 ultimos pardmetros, mientras que en las mujeres se
observaron valores promedio superiores de insulina, HDL y Apo A-l, alcanzando
estos dos ultimos diferencias significativas (Tabla 3).

Tabla 3.- Valores medios de medidas antropométricas, clinicas y bioquimicas.

MUJERES HOMBRES TOTAL

n=215 n=99 n=314
Edad (afios) * 449 +17.1 40.3+15.3 43.4 +16.7
IMC (kg/m?) 272+ 55 26.2 + 4.3 26.9+ 5.2
Cintura (cm) * 88.4+13.8 92.0 £ 10.6 89.6 £12.9
P. A. Diastolica (mmHg) 78.7+11.3 79.6+11.1 79.0+11.3
P. A. Sistolica (mmHQ) 122.3+21.1 120.6 + 20.8 121.8 £ 20.9
Glucosa (mg/dl) 97.3+£354 97.2+26.1 97.3+32.7
Colesterol (mg/dI) 213.7 £435 219.3+49.8 2155+ 45.6
Triacilgliceroles(mg/dl) 176.6 £153.2 194.6 £141.0 182.3 £149.5
HDL (mg/dl) *** 51.3+14.9 43.8 +10.5 489+ 14.1
LDL (mg/dl) * 128.3+37.4 138.0 £ 37.8 131.4 £ 37.7
APO A-l (mg/dl) *** 140.4 £+ 22.4 127.2+17.9 136.2£21.9
APO B (mg/dl) ** 110.4 + 29.2 121.0 £ 30.3 113.8 £29.9
Insulina (uU/ml) 104+ 84 90+ 6.3 10.0+7.8

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 entre géneros



Se realizé un analisis de correlacion de los niveles de Apo A-l con los
demas parametros medidos, presentando significancia con la edad (r=0.264
p<0.01), el colesterol total (r=0.299 p<0.01) y las HDL (r=0.826 p<0.01), esta
tltima se presenta en la Figura 3. Correlacion inversa de Apo A-l fue observada
con los valores de triacigliceroles (r= -0.199 p<0.01) y con IMC (r = -0.228
p<0.01), todas las anteriores correlaciones se mantuvieron al ser ajustadas por

género.
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Figura 3.- Correlacion HDL Apo A-I

Con base en los criterios del NCEP se identificaron 88 individuos
(frecuencia igual a 28.0%) con HALP de los cuales 11 (frecuencia igual a 3.5%)
cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion del presente estudio. Para
identificar variantes funcionales de Apo A-l, se seleccion6 un grupo de 11
individuos con niveles elevados de HDL o hiperalfalipoproteinemia (HDL > 60

mg/dl) que cumplieran con los criterios de inclusion (excepto niveles de HDL
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bajos). La comparacion de las caracteristicas antropométricas y de laboratorio de
los dos grupos en estudio (hipo e hiperalfalipoproteinemia) se muestran en la
Tabla 4, observandose diferencias significativas en los valores de colesterol, HDL,

Apo A-l e insulina.

Tabla 4.- Cuadro comparativo entre los grupos con hipo e hiperalfalipoproteinemia

Hipoalfa Hiperalfa
lipoproteinemia lipoproteinemia
n=11 n=11

Género (F/M) 6/5 6/5

Edad (afios) 36.7 £13.6 35.5+18.8
IMC (kg/m?) 249+ 2.8 222+ 3.3
Cintura (cm) 85.6 + 8.8 795+ 8.9
P. A. Diastolica (mmHg) 69.9£10.0 76.6 £ 6.3
P. A. Sistdlica (mmHg) 105.9+12.0 115.9+13.5
Glucosa (mg/dl) 90.8 £ 13.9 87.8+10.3
Colesterol (mg/dl) * 150.3+41.4 197.4 £ 37.7
Triacilgliceroles (mg/dl) 107.1 + 30.2 87.0+421
HDL (mg/dl) ** 279+ 1.9 775+ 14.6
LDL (mg/dl) 100.9 £ 38.1 102.5+22.6
APO A-l (mg/dl) ** 959+ 95 164.5 + 24.6
APO B (mg/dl) 93.1+275 83.2+14.9
Insulina (uU/ml) * 11.3+ 6.0 6.7+ 2.1

*p<0.05, **p<0.001

2.- Analisis del gen APOA1 en pacientes con hipoalfalipoproteinemia.

A través del andlisis de las secuencias de los 4 exones, los fragmentos
intronicos adyacentes y la region promotora proximal del gen APOAl se
identificaron 3 polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en
inglés), tanto en forma heterocigota como homocigota (Figura 4). Uno en la region
promotora (-75G>A) con una frecuencia del alelo A del 27%, otro en el intrén 2
(IVS2+41T>C), frecuencia del alelo C del 45% y un tercero en el intron 3

(IVS3+33C>T), frecuencia del alelo T del 23%.
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Figura 4.- Electroferogramas de los polimorfismos encontrados en el gen de la
apolipoproteina A-I. A) -75G>A (Se presenta la secuencia reversa C>T), en la parte superior no
afectado genotipo GG, en la parte media el heterocigoto GA y en la parte inferior el homocigoto
AA. B) IVS2+41T>C, en la parte superior genotipo sin cambio TT, en la parte media el heterocigoto
TC y en la parte inferior el homocigoto CC. C) IVS3+33C>T, en la parte superior individuo no
afectado con genotipo CC, en la parte media el heterocigoto CT y en la parte inferior el homocigoto
TT.

Los SNPs ISV2+41T>C e ISV3+33C>T se encuentran reportados en distintas
poblaciones con frecuencias alélicas de 21-69% para el alelo C , y 8-45% para el
alelo T respectivamente (JSNP database; Entrez SNP database; JMDBase),
mientras que el polimorfismo -75G>A se encuentra reportado con frecuencias
alélicas variables entre 11-28% (Pagani et al. 1990; Barre et al. 1994; Civeira et
al. 1993; De Franca et al. 2005; Heng et al. 2001; Jeenah et al. 1990; Kamboh et
al. 1996; Chhabra et al. 2005).

Con base en la definicion de las variantes con posible efecto funcional

(cambio de aminoacido o ubicacion en region reguladora), solamente el SNP

27




-75G>A ubicado en la regidén promotora fue evaluado. La frecuencia del alelo A en
el grupo de hiperalfalipoproteinemia fue del 23%, muy similar a la identificada en
los individuos con HALP (27%), no alcanzando diferencia significativa (p=0.728),

mientras que la frecuencia genotipica fue de 45% en ambos grupos (Tabla 5).

Tabla 5.- Frecuencias del polimorfismo -75 G>A.

HIPOALFALIPOPROTEINEMIA HIPERALFALIPOPROTEINEMIA

(n=11) (n=11)
GENOTIPO
GG 6 (55) 6 (55)
GA 4 (36) 5 (45)
AA 1(9) 0 (0)
ALELOS

G 16 (73) 17 (77)
A 6 (27) 5 (23)
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VII.- DISCUSION.

En México, las enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis como
principal causa) ocupan el segundo lugar como causa de muerte desde el afio
2000 (Secretaria de Salud, México 2002). Uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de esta patologia es la hipoalfalipoproteinemia (Castelli
et al. 1992; Gordon y Rifkind 1989). Esta dislipidemia es la mas frecuente en la
poblacién mexicana (Aguilar-Salinas et al. 2001).

Varios estudios han asociado a distintos polimorfismos del gen APOA1 con
algunas dislipidemias (principalmente hipoalfalipoproteinemia) e indirectamente
con un mayor riesgo de ateroesclerosis (Utermann 1984; Miller et al. 1998;
Miettinen et al. 1997; Leren et al. 1997; Han et al. 1999; Martin-Campos et al.
2002; Recalde et al. 2002; y Sorkin et al. 2005;). El mecanismo sugerido para
explicar estas asociaciones es a través de la participacion de la apolipoproteina
A-l en el TRC y particularmente en el eflujo del colesterol de las células periféricas
el cual regula la formacion de las HDL nacientes (Liu et al. 2003; Ohashi et al.
2005: Yancey et al. 2003; Zannis et al. 2006). Ademas, es importante mencionar
que la apolipoproteina A-1 es el componente proteico de mayor proporcién de las
HDL (Kwiterovich 2002).

Dada la importancia de la apolipoproteina A-lI en la modulacion de los
niveles de HDL, en este estudio se evalud la participacion de variantes génicas
con posible efecto funcional en individuos no relacionados con
hipoalfalipoproteinemia.

El andlisis de los parametros bioquimicos de la muestra poblacional mostro

una fuerte correlacion entre los valores de HDL y Apo A-l (r=0.826 p<0.01)
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después de ajustar por edad y género. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en diferentes estudios, los que presentan una relacién directamente
proporcional entre los niveles de HDL y Apo A-l (Liu et al 2003; Schonfeld y
Pfleger 1974; Karlin et al. 1976).

Los niveles de lipidos obtenidos en esta investigacion se compararon con
un estudio previo realizado en poblacion mexicana por Aguilar-Salinas y
colaboradores (2001). Se observaron diferencias entre los valores promedio de
colesterol total, HDL y triacilgliceroles (215.5 vs 182.7 mg/dl, 48.9 vs 38.3 mg/dl y
182.3 vs 213.4 mg/dl, respectivamente), que pudieran explicarse por el tamafo de
la muestra (2,256 vs 314) y la seleccion de la misma, ya que en el presente
estudio solamente se incluyeron individuos de la ciudad de México y el area
metropolitana. Sin embargo, es conveniente mencionar que estas tres
dislipidemias tienen una prevalencia importante en ambos estudios en poblacion
mexicana.

El andlisis de la secuencia de los 4 exones del gen APOAL en los 11
individuos con HALP, no mostré ninguna variante que provocara cambio de
aminoacido. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Cohen vy
colaboradores (2004), quienes analizaron 128 individuos caucéasicos y de raza
negra con HALP, identificando solamente una variante con posible efecto
funcional (R51T) en el gen APOAL, la cual no fue encontrada en un mismo
namero de individuos con hiperalfalipoproteinemia. Estos estudios, incluyendo el
nuestro sugieren que variantes sin sentido (cambio de aminoacido) no parecen
ser una causa importante en la modulacion de los niveles de HDL en distintas

poblaciones. Sin embargo, debido al nimero reducido de individuos analizados,
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no podemos descartar la presencia de estas variantes (cambio de aminoacido en
el gen APOAL) en individuos mexicanos con HALP.

A través del analisis de secuencia de la region promotora del gen APOAL,
se identifico el polimorfismo -75G>A, el cual se ha asociado a niveles elevados de
HDL en distintas poblaciones, (Jeenah et al 1990; Pagani et al 1990; Ma et al.
2003). De manera interesante, en este estudio se observé una frecuencia similar
del alelo A en individuos con hipo e hiperalfalipoproteinemia (27 vs 23%,
p=0.728), lo cual aunado a reportes que muestran no asociacion de este
polimorfismo con los niveles de HDL en distintas poblaciones (Civeira et al 1993;
Kamboh et al. 1999; Shioji 2004; DeFranca et al. 2005), se sugiere que la variante
—75G>A no presenta un efecto importante en la regulacion de los niveles de las
HDL, aunque no podemos descartar una contribucion pequefia de este

polimorfismo en la modulacion de los niveles de HDL en la poblacién mexicana.
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VIII.- CONCLUSIONES.

1)

2)

Los resultados obtenidos sugieren que el gen APOA1l no presenta
variantes funcionales que afecten los niveles de HDL en individuos
mexicanos con HALP.

El polimorfismo -75G>A en la region promotora del gen APOAL, con
frecuencias similares en individuos con hipo e hiperalfalipoproteinemia,
no parece tener un efecto relevante en la regulacién de los niveles de

HDL en poblacion mexicana.
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IX.- PERSPECTIVAS.

Con base en los datos recopilados se sugiere analizar el polimorfismo
-75G>A en la poblacién abierta para determinar su contribucion en la regulacion

de los niveles de HDL y otros lipidos.
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ANEXOS.

ANEXO 1. Carta de consentimiento informado.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONTRIBUCION DE LAS VARIANTES ALELICAS FUNCIONALES DE LOS
GENES ABCAL, ABCG1, ABCG4, SR-BI, y APOA1 EN LA VARIACION DE LOS
NIVELES PLASMATICOS DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL)
(REF. 1518)

Yo

___con No de Registro declaro libre y voluntariamente que acepto
participar en el proyecto para estudiar los genes del metabolismo de las HDL, que
se llevara a cabo en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn. También es de mi conocimiento que puedo retirarme de este estudio en
cualquier momento si asi lo deseo. En caso que decidiera retirarme, la atencion que
recibo como paciente no se vera afectada.

Entiendo que la muestra de sangre que done para el proyecto servird para estudiar
los genes que pudieran estar relacionados con el metabolismo del colesterol,
principalmente de las HDL. Se me ha explicado que esto no representa un riesgo
adicional para mi salud. También se me ha explicado que en el futuro, este estudio
podria ayudar a identificar posibles blancos terapéuticos para prevenir o mejorar la
calidad de vida de pacientes con enfermedad cardiovascular.

Estoy consciente de que los resultados de la investigacion son confidenciales y que
se contestaran todas las dudas que pueda tener sobre el estudio.

Firma del Paciente

Firma del Investigador

Testigo 1 (firma)

Testigo 2 (firma)

México, D. F. a de del
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ANEXO 2. Oligonucleétidos para la amplificacién del gen APOAL.

Region Oligonucledtidosen direccion 5—» 3’ Temperatura | Producto
amplificada alineamiento | amplificado
°C (pb)

Exon 1 (S) CTTAAGTTCCACATTGCCAGGAC 59 210
(A) GAGGCCCGGCCTGGGGCAAG

Exon 2 (S) CCCTTCTCCTCACCTGGCTG 60 238
(A) GCCTCTGCCCAGGAGGGTGG

Exon 3 (S) GGTTTCTCACTGGCCCCCTC 61 325
(A) GGCTTCAACATCATCCCACAGG

Exon 4 (S) CACTGCACCTCCGCGGACAG 61 448

Parte 1 (A) GCGCAGCGCGTCCACATGGG

Exon 4 (S) CGCGCCAGAAGCTGCACGAG 62 391

Parte 2 (A) GGAAACGTTTATTCTGAGCACCG

(S) Oligonucleotido sentido. (A) Oligonuclettido antisentido
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