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Efecto de R230C en distintos escenarios de la poblacion mexicana

1. Resumen

El transportador de colesterol ABCALl (ATP-binding cassette transporter, class A
typel, por sus siglas en inglés) es una proteina transmembranal que participa en la
homeostasis de colesterol, mediante la formacion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Mutaciones en este gen han sido asociadas a la enfermedad de
Tangier, la cual se caracteriza por presentar concentraciones muy bajas o casi nulas
de colesterol de alta densidad o colesterol-HDL (C-HDL) y por la presencia de
células espumosas. Distintos estudios han reportado variantes de este gen
asociadas a la modulacién de los niveles plasmaticos de C-HDL. La variante R230C
(rs9282541) se localiza en el exon 7 y fue inicialmente reportada como una
mutacion, ya que se encontré solo en un individuo con hipoalfalipoproteinemia
familiar (C-HDL < 35 mg/dL), en la poblacion indigena Oji Cree de Canada. En la
poblacién mexicana la variante R230C fue asociada a niveles plasmaticos bajos de
C-HDL (una de las dislipidemias mas frecuentes en la poblacidn mexicana mestiza),
obesidad, sindrome metabdlico y en una pequefia subpoblacion diabética mostrd
asociacion con la diabetes tipo 2 (DT2). La frecuencia de la variante fue heterogénea
en los grupos indigenas analizados. Es debido a la marcada asociacion de la
variante R230C con parametros metabdlicos de riesgo, que se decidio evaluarla en
distintos escenarios de la poblacion mexicana. Mediante genotipificacion con sondas
TagMan se evalud la frecuencia de la variante en las distintas poblaciones. Para el
analisis estadistico se utilizd6 un modelo dominante o aditivo dependiendo del tamafio
de la muestra. La secuenciacion completa de la region codificante, mostré que no
hay variantes en desequilibrio de ligamiento con R230C. Inicialmente para confirmar
la asociacion de la variante con la DT2, se utilizé un estudio de asociacion caso-
control (incluyé 244 casos y 202 controles, de 20 a 69 afios), se realizdé un segundo
estudio en una muestra independiente, con la finalidad de comprobar los resultados
(242 casos y 225 controles, tomando en cuenta los mismos parametros de inclusion).
Por otro lado, se analiz6 poblacion pediatrica (N = 1253, de 6 a 15 afios), ya que es
poblacién con menor tiempo de exposicién a ambientes obesogénicos y ademas fue

posible realizar el estudio a gran escala en poblacion indigena americana (N = 4405,
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> a 18 afios), ya que se ha sugerido que la predisposicion de la poblacién hispana a
enfermedades metabdlicas, se debe al componente amerindio. La variante R230C
mostré asociacion con la DT2 (RM 2.501, P = 0.001) y especificamente con la DT2
de inicio temprano (edad de diagnéstico < 45 afios, RM 3.776, P = 3.3 x 10°), los
resultados fueron independientes de la mezcla étnica (P = 0.0008, P = 8.1 x 10°,
respectivamente). La variante R230C mostr6 marcada asociacion con niveles
plasmaticos bajos de C-HDL en la poblacién pediatrica (P = 2.9 x 10®), al igual que
en la poblacién indigena (P = 1.77 x 10™™). Se mostré un efecto de dosis en ambas
poblaciones, ya que los portadores del cambio de manera homocigota (C230C),
presentaron menores concentraciones plasmaticas de C-HDL que los heterocigotos
(R230C). Ademés, la variante también se asocio con un indice de masa corporal
mayor (IMC), tanto en la poblacion pediatrica (P = 0.049), como en la poblacion
indigena (P = 0.0001). En una subpoblacion de la poblacion pediatrica la variante
R230C mostré un efecto sobre la distribucion de las subfracciones de las HDL y
disminucién del tamafio de la particula HDL en los portadores del cambio. Asimismo,
se evaluo el efecto funcional mediante células clonadas con el cambio, el eflujo de
colesterol mostré una disminucion del 27 % en la linea celular con R230C (P <
0.001). Por dltimo, pudimos concluir que la variante R230C esta asociada a DT2 y
especificamente a DT2 de inicio temprano, ademas estd asociada a niveles
plasmaticos bajos de C-HDL y a un mayor IMC, tanto en poblacién pediatrica como
poblacién indigena. Este es el primer estudio que reporta una variante funcional
exclusiva de la poblacion indigena americana y poblaciones descendientes, que
presenta un fuerte efecto en la modulacién de los niveles plasmaticos de C-HDL y
gue pudo haber contribuido a la evolucibn adaptativa de la poblacién nativa

americana.
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2. Abstract

The cholesterol transporter ABCA1 (ATP-binding cassette transporter, class A typel)
is a transmembrane protein which participate in the cholesterol homeostasis through
the high density lipoprotein (HDL) formation. Some mutations in this gen have been
associated with the Tangier disease, which is characterized by showing very low
concentration or any high density cholesterol (HDL-C), but having foamy cells.
Different studies have shown that some variants of this gen have been associated
with the modulation of the plasmatic levels of HDL-C. The R230C (rs9282541) variant
which is found on the exon 7 an initially was reported as a mutation since it was
found just in one individual with familial hypoalphalipoproteinemia (HDL-C < 35
mg/dL), in the Canadian Oji Cree native population. In Mexican population the R230C
variant was associated with low plasmatic levels of HDL-C (one of the most common
dyslipidemia in Mexican mestizo population), obesity, metabolic syndrome, even a
small subpopulation was associated with type 2 diabetes (T2D). The frequency of the
variant was heterogeneous in the analyzed native groups. It was decided to evaluate
the variant R230C in different settings in Mexican population, due to a pronounced
association with some of the risk metabolic parameter. The evaluation of the
frequency was through the genotyping with TagMan assay in different population. For
the statistical analysis we used a dominant or additive model according of the
sample’s size. The complete sequencing of the coding segment shows that there are
not variants in linkage disequilibrium with R230C. Initially in order to confirm the
association of the variant with the T2D, was used a case-control association study (it
comprise 244 cases and 202 controls, between 20 and 69 years old), a second study
was made in a independent sample in order to prove the results (242 cases and 225
controls, with the same inclusion parameters). On the other hand the variant was
analyzed in a pediatric population (N = 1253, between 6 and 15 years old) because is
a population that have had less time of exposure to obesogenic environments. Also it
was able performed a more extensive analysis of this variant in native American

population (N = 4405, > to 18 years old), because it has suggested that the native
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American heritage in Hispanic population predispose to metabolic diseases. The
variant R230C showed association with the T2D (OR 2.501, P = 0.001) specifically
with the early-onset T2D (diagnostic age <45 years old, OR 3.776, P = 3.3 x 10®) the
results were independent from the ethnic mix (P = 0.0008, P = 8.1 x 10%,
respectively). The R230C variant showed a pronounced association  with low
plasmatic levels of HDL-C in pediatric population(P = 2.9 x 10®), as in the native-

. It was shown an additive effect in both

American population(P = 1.77 x 10
populations since the homozygous carrier (C230C) show less plasmatic levels of
HDL-C that the heterozygous carrier (R230C). Besides the variant was associated
with a higher body mass index (BMI) both in pediatric population (P = 0.049) and in
native population (P = 0.0001). In a pediatric subpopulation the R230C variant shows
an effect in the distribution of the HDL’s subclass distribution and in the size of the
HDL particle (was smaller) in the carriers of the change. Also the functional effect
was evaluated trough the cloning cells with the change, the cholesterol efflux
showed a decrease of 27% in the cells expressing the 230C allele (P < 0.001).
Finally we have concluded that the R230C is associated to the T2D specifically with
the earlier-onset T2D, also is associated with low plasmatic levels of HDL-C and to a
higher BMI, in the pediatric population and in the Native American population. This is
the first report of a common functional variant exclusive to Native American and
descent population, which is a major determinant of HD-C levels and may have

contributed to the adaptive evolution of Native American populations
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3. Introduccion

Las enfermedades cronico degenerativas actualmente son consideradas como un
problema grave de salud a nivel mundial, ya que son las principales causas de
muerte en la poblacion adulta. En México, las encuestas nacionales de salud han
reportado un incremento en la prevalencia de este tipo de enfermedades desde 1993
al 2006, tales como; la diabetes tipo 2 (DT2) (7.7 %), el sindrome metabdlico
(10.2%), la hipertension (6.9%) y la hipercolesterolemia (16.6%). (Aguilar-Salinas,
Gomez-Perez et al. 2010; Villalpando, Shamah-Levy et al. 2010). La tendencia
creciente tanto de la DT2, como de los parametros de riesgo cardiometabdlico ha
hecho que los factores relacionados o desencadenantes con estos fenotipos sean
considerados blanco de estudio.

Estudios tanto epidemioldgico, como farmacologicos y en modelos animales han
demostrado que existe una relacion inversa entre las concentraciones plasméaticas de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y las enfermedades cardiovasculares, ya
gue a menor concentracion plasmatica de colesterol-HDL (C-HDL), se ha reportado
una mayor predisposicion al desarrollo de enfermedades cardiovasculares (von
Eckardstein, Nofer et al. 2001). El efecto de menor concentracion de C-HDL,
también se ha reportado en otros procesos degenerativos como lo son: la obesidad
(Despres, Moorjani et al. 1990; Despres 1991; Robins 2001), la resistencia a la
insulina (RI) (Karhapaa, Malkki et al. 1994) y la DT2 (Von Eckardstein, Langer et al.
2001)(Figura 1).

En México, estudios epidemiolégicos han reportado que una de las dislipidemias
mas frecuentes en la poblacidn mexicana, es la hipoalfalipoproteinemia, que se
caracteriza por la presencia de concentraciones plasmaticas bajas de C-HDL (< 35
mg/dL). Estos niveles de C-HDL plasméaticos son considerado como un factor de
riesgo cardiometabodlico importante (Aguilar-Salinas, Olaiz et al. 2001; Aguilar-

Salinas, Gomez-Perez et al. 2010).
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Diabetes y

RI Obesidad

Enfermedades
Cardiovasculares

Figura 1. Relacion del C-HDL con las enfermedades cronico degenerativas. El
fenotipo de C-HDL bajos es frecuente en enfermedades como: la diabetes,

resistencia a la insulina (RI), obesidad y las enfermedades cardiovasculares.

3.1 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las lipoproteinas de alta densidad o HDL, son particulas discoidales heterogéneas,
las cuales pueden ser ensambladas en el plasma o secretadas por el higado. Estas
particulas contienen tanto lipidos polares (fosfolipidos), como lipidos no polares
(ésteres de colesterol y triglicéridos) y apolipoproteinas (ApoAl, ApoB, ApoCl, etc.)
(Figura 2). Los lipidos polares forman la monocapa lipidica en la superficie de la
particula, presentando los grupos polares hacia el medio acuoso. Por el contrario, en
el interior de la particula se sittan los lipidos no polares. Las apolipoproteinas son las
encargadas de darle estabilidad a la monocapa de lipidos. Las lipoproteinas HDL se
caracterizan por presentar la mayor proporcion de proteinas, siendo ApoAl la
apolipoproteina mayoritaria. ApoAl ademas de tener una importante funcién
estructural, es indispensable para el eflujo de colesterol en las células periféricas, ya

gue se ha comprobado que juega un papel importante en la interaccién con algunos
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transportadores de membrana como lo es ABCA1 (ATP-binding cassette transporter

class A typel, por sus siglas en inglés) (Perez-Mendez 2004).

ApoB
ApoA1

Fosfolipidos
Triglicéridos

Esteres de
Colesterol

Colesterol libre

ApoC1

Figura 2. Estructura de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las HDL son
particulas lipidicas heterogéneas que presenta compuestos no polares en el interior
de la particula (triglicéridos, esteres de colesterol, etc.) y compuestos polares en el
exterior de la particula (apolipoproteinas, fosfolipidos y colesterol libre). (Modificada

de http://www.hdIforum.org/ktmlstandard/images/uploads/HDL-home.jpg)

Las HDL son moléculas distintas tanto a nivel estructural como funcional. Se
clasifican en distintas subpoblaciones de acuerdo al tamafio, forma, densidad,
cambios en la superficie y composicion. Una de las clasificaciones se basa en la
densidad de flotacion (r), dividiéndolas en dos grupos; las HDL, (1.063<r<1.12 g/ml) y
las HDL3 (1.12 <r<1.21 g/ml). Las HDL, son particulas grandes ricas en lipidos
hidrofébicos y menos densas que las HDL3, las cuales estan formadas
principalmente por fosfolipidos y proteinas. Por otro lado, de acuerdo al gradiente de

separacion por electroforesis se dividen en: HDL,, HDLa,, HDL3a, HDL3, y HDL3e
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(Figura 3), cuyo diametro va de 10.6 a 7.6 nm (Blanche, Gong et al. 1981).
Considerando la movilidad electroforética de las particulas HDL y el tamafio de la
particula, se han descrito otras subpoblaciones, entre las que destacan las particulas
pre-B1, las cuales estdn compuestas esencialmente de fosfolipidos y ApoAl (Barter,
Kastelein et al. 2003).

o

HDL-3b HDL-3c

8.0 nm 7.6 nm

Figura 3. Clasificacion de las subfracciones de las HDL de acuerdo al gradiente de
separacion por electroforesis. Se dividen en: HDLy,, HDLap, HDL3s, HDLg, y HDLg,
con diametros que van de 10.6 a 7.6 nm. Modificado de (Barter, Kastelein et al.
2003).

Existen distintos factores plasmaticos que pueden remodelar las particulas HDL
alterando sus caracteristicas tanto fisicas como quimicas. Estos factores incluyen
distintas enzimas tales como; la lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT), Ila
proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP), la proteina transportadora
de fosfolipidos (PLTP), la lipasa hepatica (LH) y la lipasa endotelial (LE) (Rye, Bursill
et al. 2009). La enzima LCAT sintetiza ésteres de colesterol en el plasma, y debido a
su caracteristica hidrofobica se acumulan en el centro de la molécula, convirtiendo a
las HDL discoidales en HDL esféricas (Jonas 2000).
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De las distintas funciones de las particulas HDL, las propiedades antiaterogénicas
son consideradas las mas importantes, como lo son; la habilidad para remover el
colesterol de los macrofagos en la pared arterial, en el primer paso del transporte
reverso del colesterol (TRC), en este mecanismo la ApoAl es la apolipoproteinas
mas importante en este proceso al igual que ABCALl. Ademas la esterificacion del C-
HDL por la LCAT también pueden hidrolizar los fosfolipidos de las LDL. Los
monocitos al entrar en el espacio subendotelial promueven la aterosclerosis, en la
circulacion estas células deben ser arrastradas, en el espacio subendotelial se
adhieren a las paredes de los vasos sanguineos. La expresion de las moléculas de
adhesion depende de las citocinas inflamatorias y del dafio vascular que es
estimulado en la aterosclerosis. Modelos animales han demostrado que las HDL
inhiben la expresion de estas moléculas de adhesion. Las HDL también pueden
inhibir directamente la migracion de estos monocitos al espacio subendotelial. En el
endotelio, el oxido nitrico protege contra la inflamacién. Las HDL promueven la
vasoproteccion  por estimulando la produccidon de la Oxido nitrico sintasa
incrementando a su vez la produccion del oxido nitrico. Otra propiedad de las HDL es
la proteccion endotelial a través de la activacion de las plaquetas, las HDL inhiben la
cascada de coagulacion a través de la proteina proteasa C, la cual inactiva a los
factores Vay Vlla (Natarajan, Ray et al. 2010) (Tabla 1).
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Tabla 1. Propiedades de las HDL

Funcion Mecanismo

Transporte reverso del colesterol Eflujo de colesterol a través de ABCAL,
ABCG1y ABCG4

Antioxidacién de LDL Activaciéon de LCAT

Proteccién endotelial Inhibicion 'y adhesion endotelial de la

expresion molecular, prevencion de la
quimiotaxis de monocitos y estimulacién de la

sintesis de 6xido nitrico

Actividad antiplaquetaria Proteccién contra lesiones endoteliales
Anticoagulacion Inhibicion de los factores de la coagulacion
Vay Vlla

ABC transportadores ATP binding cassette, LCAT Lecitina-colesterol acil
transferasa, LDL lipoproteina de baja densidad. Modificada de (Natarajan, Ray et al.
2010)

El colesterol es uno de los compuestos mas importantes en estos mecanismos, el
cual es una substancia muy poco soluble en agua, esencial para distintas funciones
vitales en las células mamiferas, forma parte de la membrana celular y es substrato
para la produccion de otras sustancias, tales como los esteroides (Yokoyama 2006).
La acumulacion de colesterol en las células puede alterar las membranas celularesy
causar citotoxicidad (Feng, Yao et al. 2003), por lo que las células tienen un proceso
complejo de homeostasis para modular la disponibilidad del colesterol. La
acumulacién de colesterol a nivel celular se ha relacionado con algunas
enfermedades crénico degenerativas en el humano, como lo son: la aterosclerosis
(Guyton and Klemp 1996), la enfermedad de Alzheimer a edad temprana (Wellington
2004), la disfuncion renal (Abrass 2004) y recientemente se asocio con la diabetes

en modelos animales (Brunham, Kruit et al. 2008).

10
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3.2 TRC

El TRC es uno de los mecanismos mas estudiado y utilizado para explicar la
homeostasis del colesterol (Figura 4). Es a través de este mecanismo, por el cual el
colesterol libre de las células periféricas, pasa mediante distintas reacciones
enzimaticas, hacia el higado para su reciclaje o excrecién. Es en el primer paso del
TRC, en el eflujo de colesterol, donde se forman las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), que son las encargadas de transportar el colesterol libre y llevarlo hacia el
higado para su reciclaje o excrecion. EI TRC es un mecanismo complejo en el cual
intervienen distintas proteinas, entre ellas las apolipoproteinas y algunos
transportadores de la familia ABC (ATP Binding cassette, por sus siglas en inglés),
como son ABCAl1 y ABCG1 (ATP-binding cassette transporter G1, por sus siglas en
inglés), asi como distintas enzimas, tales como: LCAT, LH, CETP, etc. (Rader and
Maugeais 2000; Schmitz and Grandl 2009). Se han propuesto dos mecanismos para

explicar el eflujo de colesterol:

e El eflujo de colesterol inespecifico, que sucede desde la superficie celular
por un intercambio fisico entre la membrana celular y moléculas aceptoras

extracelulares.

e El eflujo de colesterol mediado por la proteina transmembranal ABCAL, que
inicia con la interaccion de ABCAl vy las ApoAl. Esta apolipoproteina
funciona como aceptora de colesterol, promoviendo el eflujo de colesterol y
fosfolipidos hacia las HDL nacientes. El colesterol es rapidamente esterificado
por la enzima LCAT, la cual transforma al colesterol en moléculas menos
solubles. Con esto, los esteres de colesterol pasan de la superficie, al interior
de la molécula, lo que lleva al aumento del tamafio y formacion de las
particulas HDL maduras. El colesterol esterificado puede ser intercambiado
por triglicéridos presentes en las lipoproteinas que contienen ApoB-100,
principalmente las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad
intermedia (IDL). Este intercambio es facilitado por las proteina transferidora

de esteres de colesterol (CETP). Las particulas HDL pueden unirse al receptor

11
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basurero B-1 (SRB1), el cual reconoce a las HDL maduras. Estas particulas

son captadas por el higado para su posterior excrecion (Tall and Wang 2000).

ABCG 1
& | .
L
1 Higado
@k < ’
p‘ _RLDL
ABCA1 SR- BI
Apo-A1
,-“Q _Lcat r“ ce cO
LH
Spocr CETP
HDL
naciente HDL
madura
PLTP,
LPL
VLDL

Figura 4. Transporte Reverso del Colesterol. EI TRC inicia con la interaccion de
ABCAl y ApoAl (molécula aceptora de colesterol), promoviendo el eflujo de
colesterol libre (CL) y fosfolipidos hacia las HDL nacientes. La enzima lecitina-
colesterol acil transferasa (LCAT) convierte el CL en colesterol esterificado (CE), el
cual es mas hidrofébico y se sitia en el interior de la particula formando HDL
maduras. La proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP permitira el
intercambio de CE por triacilgliceridos en lipoproteinas que contienen ApoB-100
como las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia (IDL).
Las particulas HDL pueden unirse al receptor basurero SR-BI en el higado, el cual
reconoce a las HDL maduras y permite su excrecion por via digestiva. Otras enzimas
hidrolizan triglicéridos y/o fosfolipidos en diferentes particulas lipoproteicas,
transfiriendo o intercambiando estos lipidos con otras lipoproteinas (LPL lipasa
lipoproteica, PLTL proteina transferidora de fosfolipidos, LH lipasa hepatica, LE

lipasa endotelial). (Modificado de Modificado de (Rader and Maugeais 2000)

12
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Se ha observado que la modulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL es un
proceso complejo, en el cual intervienen tanto factores ambientales como factores
genéticos. Explicando estos ultimos hasta un 70 % de la variacion plasmética del C-
HDL (Heller, de Faire et al. 1993). Se han aplicado distintas metodologias para la
busqueda de genes relacionados con los niveles plasmaticos de C-HDL, entre las
mas utilizadas esté la busqueda de genes candidatos, conocidos por participar en el
metabolismo de las HDL y también el escrutinio del genoma completo donde se
localizan loci de rasgos cuantitativos relacionados con éste fenotipo. Estas
estrategias han sefialado distintos genes, la mayoria de ellos desempefian un papel
relevante en el TRC. Entre estos genes se encuentran los transportadores ABCAl
y ABCG1, ApoAl, LCAT, CETP, LPL, etc. (Villarreal-Molina 2008). La mayoria de
estos estudios se han realizado en poblaciones caucasicas y son pocos los estudios
reportados en poblacion mexicana o México-Americana (Arya, Duggirala et al. 2002;
Mahaney, Almasy et al. 2003).

3.2.1 ABCA1

En los mamiferos la familia de las proteinas ABC (ATP binding cassette, por sus
siglas en inglés), consisten en 49 proteinas de transportadores que conforman 7
subfamilias que van desde el ABCA hasta el ABC. Estas proteinas estan
involucradas en las translocacion de diversas substancias (lipidos, esteroles,
productos metabdlicos y drogas), a través de ambas membranas intracelular y
extracelular. Las proteinas ABC generalmente se encuentran localizadas en la
membrana plasmatica, pero algunas también son expresadas en membrana
intracelular del aparato de Golgi, mitocondrias o reticulo endoplasmico (Singaraja,
Brunham et al. 2003; Aye, Singh et al. 2009).

Debido a la estrecha relacion que presenta el transportador de colesterol ABCA1 con
las concentraciones plasmaticas de C-HDL, se ha convertido en una de las proteinas
del TRC mas estudiadas. Mutaciones en el gen gue codifica para esta proteina han

sido asociadas a la enfermedad de Tangier, la cual es una enfermedad autosdmica
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recesiva, que se caracteriza por presentar concentraciones plasmaticas muy bajas o
casi nulas de C-HDL, y por la presencia de células espumosas (Kolovou, Mikhailidis
et al. 2006). ElI gen que codifica para la proteina ABCAl1 se encuentre en el
cromosoma 9931, contiene 50 exones que codifican para una proteina de 2261
aminoacidos (Remaley, Rust et al. 1999). Estudios in vitro han reportado que la vida
media de la proteina ABCAL es corta (~2 horas) y es estabilizada en la membrana

por la apolipoproteina ApoAl (Bowden and Ridgway 2008).

El transportador ABCAL es una proteina integral de membrana que comprende dos
fracciones de estructuras similares. Cada fraccion tiene un dominio transmembranal,
conteniendo 6 hélices y un dominio de unién a nucleotidos (NBD), que a su vez
contienen dos motivos de péptidos conservados, conocidos como Walker Ay
Walker B (caracteristica de algunas proteinas que utilizan ATP como fuente de
energia para el transporte de moléculas) y también tiene un Walker C, el cual es
exclusivo del transportador ABC (Dean, Hamon et al. 2001) (Figura 5). Se ha
sugerido que la proteina ABCAL tiene la terminacion amino (NH3) orientada hacia el
citosol y hacia el exterior celular presenta dos asas largas que estan altamente
glicosiladas y podrian estar ligadas por puentes de azufre provenientes de las
cisteina (Oram and Heinecke 2005). ABCA1 regula el transporte del colesterol, de
fosfolipidos y otras moléculas lipofilicas a través de la membrana celular, donde
son removidas de las células por las apolipoproteinas (ApoAl, ApoAll, ApoAlll,
ApoB, ApoCl, etc.) de las HDL pobres en lipidos (Oram and Heinecke 2005).
También, se ha reportado que el transportador ABCAL, exporta otros tipos de
sustratos como: el a-tocoferol (Oram, Vaughan et al. 2001), ApoE (Von
Eckardstein, Langer et al. 2001) y algunas citocinas como: la interleucina-1p (Zhou,
Engel et al. 2002) y MIF (factor de inhibicién de la migracion de macréfagos), estas
Gltimas juegan un papel importante en los procesos inflamatorios e infecciosos (letta,
Bechi et al. 2010).

En la célula la proteina se encuentra formado predominantemente homodimeros

ensamblados en el reticulo endoplasmico, en los que los extremos C- terminales se
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encuentran muy cercanos. Estas estructuras dimeéricas pueden transformarse a
estructuras de mayor orden como tetrameros durante el ciclo catalitico de ATP de la
proteina. Se ha sugerido que los tetrdmeros de ABCAL son la estructura funcional
minima requerida para la lapidacion de las particula de ApoAl (Denis, Haidar et al.
2004).

~~~~~
aaaaaa
.............

..........
»»»»»
.....

Walker A

COOH

HN NBD2

Walker B

Walker C

Walker B

Figura 5. Proteina ABCAl. EC asa extracelular, NBD dominio de union a
nucleotidos. La proteina ABCA1 se encuentra formada por dos estructuras similares,
cada una con un dominio transmembranal compuesto por seis hélices y un NBD.
Cada NBD contiene dos regiones peptidicas llamadas Walker A y Walker B,
conservadas en muchas proteinas una que utilizan ATP y una region Walker C que
es propia de las proteinas ABC. (Modificada de (Brunham, Singaraja et al. 2006;
Tang and Oram 2009).
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3.2.2 Participacion de ABCA1 en la biogénesis de las HDL

El mecanismo por el cual ABCAl y otros transportadores de la familia ABC
translocan las sustancias a través de la membrana celular, aun no es del todo
claro. Se ha sugerido que existe una serie de cambios conformacionales en las
proteinas ABC, que son regulados por la hidrolisis de ATP en el dominio de union a
nucledtidos NBD (Tang and Oram 2009). Con base en distintos estudios se ha
propuesto el siguiente modelo celular para explicar cdmo el transportador ABCA1
expulsa los lipidos a través de la membrana celular (Figura 6). Cuando la carga de
la membrana celular es alterada por un aumento en la cantidad de colesterol, la
proteina ABCA1 genera dominios de membrana ricos en colesterol y fosfolipidos,
aun en la ausencia de las apolipoproteinas (Vaughan and Oram 2003) (Figura 6A).
Estos dominios en la membrana plasmatica sirven para liberar la tension, curvando la
membrana, forma dobleces y dominios lipidicos exovesiculados para relajar dicha
tension, lo que favorece la interaccion con las apolipoproteinas, como lo es ApoAl
(Figura 6B). (Lin and Oram 2000; Vedhachalam, Ghering et al. 2007). Durante los
primeros minutos de la exposicion a las apolipoproteinas, la tirosina cinasa (JAK2)
se activa por autofosforilacion, incrementando la unién de ABCAl con las
apolipoproteinas (ApoAl) (Figura 6B). Las exovesiculaciones crean espacios entre
los grupos polares de fosfolipidos por los que pueden penetrar las hélices alfa de las
apolipoptroteinas, permitiendo la uniéon de ApoAl a estos dominios con una afinidad
muy alta (Figura 6C). La acumulacién de moléculas de ApoAl en los defectos
formados por espacios en la superficie de la bicapa de lipidos causa
desestabilizacion y rearreglo en la membrana llevando a la formacion de complejos

ApoAl-lipidos HDL nacientes proceso conocido como “’solubilizacién” de la
membrana (Figura 6D)(Hassan, Denis et al. 2007; Vedhachalam, Duong et al. 2007;
Vedhachalam, Ghering et al. 2007). Esta via de liberacion de energia es un proceso
eficiente para compensar el exceso de colesterol de las células y posiblemente
modular otras vias (Tang and Oram 2009). Las particulas de HDL discoidales
formadas pueden tener 2,3 0 4 moléculas de ApoAl, diferentes tipos de fosfolipidos

membranales y colesterol.
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Figura 6. Participacion de la proteina ABCA1l en la formacion de las HDL. (A)
Cuando la carga de la membrana celular es alterada por un aumento en la cantidad
de colesterol, ABCAl1 genera dominios de membrana ricos en colesterol y
fosfolipidos (exovesiculaciones). Estos dominios en la membrana plasmatica sirven
para liberar la tension de los fosfolipidos densos, curvando la membrana lipidica, o
gue favorece la interaccion con las apolipoproteinas. (B) Durante los primeros
minutos de la exposicion a las apolipoproteinas, la tirosina cinasa (JAK2) se activa
por autofosforilacion, (C) incrementando la union de ABCAL con las apolipoproteinas
como la ApoAl. (D) Estas uniones facilitan la interaccién de ApoAl con los lipidos
sobresalientes delas exovesiculaciones, promoviendo la solubilizacién de estos

lipidos y liberandolos de la célula mediante la formacion de las HDL.
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3.2.3 Regulacién transcripcional de ABCA1

La expresion del gen ABCA1 es regulada principalmente por las concentraciones de
colesterol, ya que el aumento de éste compuesto incrementa la cantidad de RNAm
de ABCAL vy los niveles de proteina (Jiang, Paultre et al. 2000). La transcripcion del
gen es regulada por el receptor nuclear del higado X (LXRa y LXRB) (Costet, Luo et
al. 2000; Costet, Lalanne et al. 2003; Beyea, Heslop et al. 2007). Los agonistas de
LXR, TO01317 y GW3965 han mostrado la capacidad de activar multiples
procesos que coordinan la excrecion del exceso de colesterol en las células,
mostrado un incremento en los niveles plasmaticos de HDL y reduccién de la
aterosclerosis en modelos murinos (Tontonoz and Mangelsdorf 2003; Miao, Zondlo et
al. 2004). Los agonistas LXR inducen la sintesis de acidos grasos Yy del factor
transcripcional de la proteina C del elemento regulador de esteroles (SREBP-1c)
gue activan genes de enzimas que participan en distintas vias de la biosintesis de
acidos grasos (Osborne 2000). El receptor retinoide X (RXR), que es un
heterodimero de LXR, también estimulan la transcripcion del gen ABCA1(Costet,
Luo et al. 2000).

El mecanismo por el cual el aumento de colesterol intracelular promueven la
transcripcion del gen ABCA1 es mediante la activacion de los receptores LXR y RXR
(Costet, Luo et al. 2000; Schwartz, Lawn et al. 2000). Las proteinas LXR y RXR
forman heterodimeros que se unen principalmente a elementos de respuesta
localizados en el promotor y el primer intrén del gen ABCAL. Los oxiesteroles y el
acido retinoico se unen a los receptores LXR y RXR (Repa and Mangelsdorf 1999).
La unién de uno o ambos ligandos puede activar la transcripcion. Otros metabolitos
lipidicos también pueden modular la expresion de ABCAL a través del sistema LXR,
como por ejemplo los &cidos grasos poliinsaturados que antagonizan la union de
oxiesteroles a elementos de respuesta presentes en el gen LXRa, potencialmente
interfiriendo con el efecto inductor de los esteroles sobre ABCA1 (Uehara, Engel et
al. 2002)
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3.2.4 Regulacién post-transcripcional de ABCA1

La ausencia de inductores de ABCAL y de apolipoproteinas provoca la degradacion
del RNAm y de la proteina (Wang and Oram 2002)La apolipoproteina ApoAl
incrementa la estabilidad de la proteina ABCAL en la membrana, por disminucion de
la fosforilacién en los residuos de treonina en la posicién 1286 y 1305 de ABCAL,
mediante la protedlisis directa de calpaina (Silver, Wang et al. 2000; Martinez,
Agerholm-Larsen et al. 2003) y por actividad de la proteina cinasa C (Yamauchi,
Hayashi et al. 2003) (Halayem-Dhouib, Zaghdoudi et al. 2010). De igual manera, las
proteinas cinasa A, cinasa C y JAK2, han mostrado regular la actividad de la
proteina ABCA1 (See, Caday-Malcolm et al. 2002; Roosbeek, Peelman et al. 2004;
Eisner, Porten et al. 2010; Marquette, Lorber et al. 2010). Los acidos grasos
insaturados aceleran el recambio de la proteina ABCAl a través de las vias de
sefalizacion que involucran la activacion de fosfolipasa D2 (PLD2) (Wang and Oram
2002) y la proteina cinasa delta C (PKC®)(Wang and Oram 2002) .

Por otro lado, estudios in vitro mostraron que la acumulacion de colesterol libre en el
reticulo endoplasmico induce apoptosis (Feng, Yao et al. 2003). Esta condicion
también desestabiliza la proteina ABCAL, posiblemente por el incremento en la
degradacion por los proteosomas (Feng and Tabas 2002). De igual manera, los
productos terminales de la glicosilacion avanzada, que son generados durante el
metabolismo de la glucosa y la glucooxidacion de proteinas, afectan de manera
importante la funcion de la proteina ABCA1L. En trastornos como la diabetes mellitus,
estos productos se producen en exceso, pudiendo disminuir los niveles séricos de C-

HDL en estos pacientes (Passarelli, Tang et al. 2005)

3.2.5 ABCA1 en las enfermedades cardiovasculares

Estudios genéticos y bioldgicos sugieren que niveles bajos de C-HDL son
frecuentes en individuos con deficiencias en la ruta de ABCAL, lo cual podria causar
una acumulacién de colesterol en los macréfagos y desencadenar un proceso

inflamatorio. Esto conlleva a la formacion de las células espumosas, que son

19



Efecto de R230C en distintos escenarios de la poblacion mexicana

macréfagos con acumulacion de esteroles que se localizan en las paredes arteriales,
causando la inflamacion de las arterias. Este mecanismo es un evento previo en la
formacion de lesiones ateroscleréticas (Tang and Oram 2009). Sujetos homocigotos
0 heterocigotos de mutaciones de Tangier en el gen ABCAL han mostrado de 4 a 6
veces mayor predisposicion a padecer enfermedades cardiovasculares (Serfaty-

Lacrosniere, Civeira et al. 1994)

3.2.6 ABCA1 en la obesidad

La obesidad se define como el aumento de peso corporal, debido a la pérdida del
equilibrio entre la ingesta calérica y el gasto energético. Esto conlleva a una
acumulacién excesiva de grasa en el cuerpo, la cual se ha asociado frecuentemente
a patrones anormales de distribucién y metabolismo de las particulas HDL, como lo
son las concentraciones bajas de C-HDL (Despres, Moorjani et al. 1990; Robins
2001). Estudios in vitro han demostrado que el tejido adiposo contiene grandes
depdsitos de colesterol libre que participan en el eflujo de colesterol (Angel, Yuen et
al. 1981; Prattes, Horl et al. 2000). Estudios recientes han demostrado que tanto el
transportador ABCAL1 como SR-B1 se expresan en adipocitos maduros y regulan el
eflujo de colesterol en los adipocitos. Ademas, mostraron que la disfuncion
inflamatoria en el adipocito en estados de resistencia a la insulina podria inhibir la
lipidacion de las HDL y reducir la circulacion de los niveles de C-HDL a nivel
plasmatico (Zhang, McGillicuddy et al. 2010).

3.2.7 ABCA1 en la diabetes tipo 2

La DT2, es una enfermedad multifactorial, que se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia en ayuno (concentraciones plasmaticas > a 126 mg/dL, OMS), la
cual es resultado del defecto en la secrecién y/o accién de la insulina. Existe
evidencia de que el transportador de colesterol ABCAL1 participa en la homeostasis
de la glucosa. El gen ABCAL se expresa en células pB-pancreéticas y es regulado por
proteinas, farmacos y substancias relacionadas con el metabolismo de la glucosa y
los lipidos (Gerin, Dolinsky et al. 2005; Schmitz and Langmann 2005). La expresién

del gen ABCA1 disminuye por accion de la insulina in vitro (Sartipy and Loskutoff
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2003), mientras que la glucosa aumenta la expresion del gen in vivo en leucocitos
(Albrecht, Simon-Vermot et al. 2004).

Un estudio reciente mostré que la expresion del gen Abcal esta disminuida en
ratones diabéticos y la delecién especifica del gen en este modelo provoco
intolerancia a la glucosa, sensibilidad normal a la insulina y disfuncion de las células
B-pancreaticas. Ademas, se mostré en estas células un incremento en el contenido
de colesterol. Las islotes pancreaticos presentaron una reduccién de la secrecion de
insulina dependiente de glucosa, sugiriendo que el incremento de colesterol a nivel
celular podria causar lipotoxicidad en las células B-pancreaticas y disminuir la

funcién en la secrecion de insulina (Brunham, Kruit et al. 2007).

Se ha sugerido que la sobreexpresion de ABCAL tiene un efecto protector en el
desarrollo de la DT2, esto se ha mostrado en estudios donde administran
tiazolidonas en modelos murinos. En humanos estas drogas se utilizan para el
tratamiento de la resistencia a la insulina y mejoramiento de la funcion de las
células B-pancreaticas. Las rosiglitazonas (tiazolidonas) son farmacos que activa el
factor transcripcional PPARYy, el cual a su vez activa a distintos genes en células
sensibles a la insulina. PPARy, también activa transcripcionalmente a ABCA1 a

través de LXR (Lehmann, Moore et al. 1995; Chawla, Boisvert et al. 2001).
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Figura 7. Mecanismo sugerido de ABCA1 en la secrecion de insulina. La glucosa
entra a la célula B por el transportador de glucosa GLUT2, ésta a su vez se modifica
por la glucocinasa (GK) (paso limitante de la ruta de la deteccion de glucosa). El
siguiente paso en el metabolismo de la glucosa es el cierre de los canales de potasio
sensibles de ATP, la despolarizacion de la membrana, el influjo de calcio hacia la
célula por la via de los canales de calcio tipo L y con ello la exocitosis de los granulos
de insulina. El colesterol ingresa a las células por el receptor LDL. ABCA1 regula el
eflujo de colesterol celular, en ausencia de ABCA1 en las células B, el colesterol
celular aumenta. LXR es uno de los principales activadores transcripcionales de
ABCAL, y la delecién de LXR, conlleva a un fenotipo similar al observado por la
ausencia de ABCALl. El aumento de colesterol celular podria impedir la secrecién de
insulina, al promover la dimerizacion de la oxido nitrico sintasa neuronal (NnNOS), la
cual inhibe a la GK, alterando la deteccién de la glucosa. Es posible que el colesterol

también inhiba pasos distales en la exocitosis de la insulina y que ABCA1 presente
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otros efectos independientes en la secrecion de insulina. Farmacos para la disminuir
de colesterol como la pravastatina podria reducir la incidencia de diabetes,
protegiendo a la célula B, mediante la disminucién de colesterol extracelular. La
rosiglitazona, que es un miembro de la tiazolidinas requiere de ABCA1 como parte
de este efecto benéfico en las células B, sugiriendo que terapias dirigidas a activar
ABCA1 en las células B, podria tener un efecto favorable en el tratamiento de la
DT2. Modificado (Brunham, Kruit et al. 2008)

4. Antecedentes directos del estudio

4.1 Variantes genéticas de ABCA1

En los ultimos afios han sido reportados mas de 100 mutaciones en el gen ABCA1,
identificadas en pacientes con la enfermedad de Tangier o en sujetos con fenotipos
intermedios de deficiencia de C-HDL (Singaraja, Brunham et al. 2003). También se
han reportado numerosos cambios de un solo nucleétido (SNP)
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=19), los cuales se encuentran
localizados tanto region codificante como no codificante. Varios de estos SNPs
(R219K, V771, V825, R1587K, etc.), han sido asociados con los niveles plasmaticos
de C-HDL en distintas poblaciones (Anton, Achim et al. 1999; Yost, Denis et al. 2004;
Salnikov, Aisenbrey et al. 2010), algunos de ellos han mostrando inconsistencias en
las distintas poblaciones analizadas, sugiriendo como motivo las diferencias étnicas
(Brousseau 2004; Yost, Denis et al. 2004).

Una de las variantes mas estudiadas ha sido la variante R219K, ya que ha sido
asociacion a niveles plasmaticos altos de C-HDL (Clee, Zwinderman et al. 2001; Tan,
Low et al. 2003; Cohen, Kiss et al. 2004) y con ello a reducir la predisposicion a
aterosclerosis. Estos resultados no han sido replicados en otras poblaciones (Frikke-
Schmidt, Nordestgaard et al. 2004), sugiriendo que otros factores pueden alterar el
efecto de la variante, como lo son el IMC, DL con otros SNP, o las diferencias

étnicas.
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4.2 R230C

La variante R230C, consiste en un cambio de aminoacidos no sinénimos de una
arginina (Arg, R), por una cisteina (Cys, C) en la posicion 230 de la proteina (exon
7), localizada en la primer asa extracelular de la proteina. Estos aminoacidos son de
caracteristicas distintas, de acuerdo a su cadena lateral, la arginina es un
aminoacido bésico, y la cisteina es un aminoacido polar que contiene grupos
sulfihidrilo en su cadena lateral (Figura 8). La funcion principal de estos grupos
sulfuros se sugiere, es la de formar puentes disulfuro para estabilizar las proteinas.
Estos puentes son esenciales en el mantenimiento de la estructura terciaria y

cuaternaria de la mayoria de las proteinas (Leninger 2002).

La variante R230C fue reportada inicialmente en un grupo indigena de Canada,
llamado Oji Cree. Esta poblacion se encuentra ubicada en una reserva de la parte
norte de Ontario Canada (Wang, Burnett et al. 2000)(Wang, Burnett et al. 2000).
Debido a la baja frecuencia presentada por la variante R230C, se consider6 como
mutacion, ya que solo se encontro en tres individuos de una pequefia poblacion con
hipoalfalipoproteinemia familiar (concentraciones plasmaticas de HDL menores a 5
mg/dL). En este estudio, se sugiri0 que la baja frecuencia de la variante R230C, se
debia posiblemente a que la mutacion era relativamente reciente y que podria ser

exclusiva de la poblacién Oji Cree (Wang, Burnett et al. 2000).
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Figura 8 .Comparacion de la estructura quimica de la arginina vs. la estructura de la
cisteina. La arginina es un aminoacido basico, y la cisteina es un aminoéacido polar

gue contiene grupos sulfihidrilo en su cadena latera.

La proteina ABCAL1 tiene 2261 aminoacidos, contiene solo 39 cisteinas a lo largo de
la cadena y se concentran en su mayoria en las asas extracelulares, presentando en
la primer asa extracelular 8 cisteina (Figura 9). Recientemente un estudio sefial6
gue las cisteinas de la proteina se encuentran en su mayoria en las asas
extracelulares y que son esenciales para el correcto funcionamiento de la proteina y
en especial para la formacion de las HDL. En especial las cisteinas que se
encuentran localizadas en la posicion 75, 309, 1463, 1465 y 14677, ya que forman
dos puentes disulfuro (Hozoji, Kimura et al. 2009). La inclusién de una cisteina en

la posicion 230 podria afectaria el funcionamiento ideal de la proteina (Figura 9).
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Figura 9. Proteina ABCA con las cisteinas en las asas extracelulares y la variante
R230C. La proteina contiene 39 cisteinas a lo largo de la cadena, las cuales son
esenciales para el correcto funcionamiento de la proteina y en especial para la

formacion de las HDL. Modificado (Hozoji, Kimura et al. 2009).

Estudios in sillico (PANTHER) de los posibles efectos funcionales de distintas
mutaciones y variantes del gen ABCAL, mostraron que la variante R230C presentd
un subPSEC de -4.27, indicando que la probabilidad de que la proteina sea
disfuncional es de 0.78, estos datos son mayores a los mostrados por mutaciones
de Tangier, como la M1091T, cuyo subPSEC es -3.56 y cuya probabilidad de ser
disfuncional es de 0.64 (Brunham, Singaraja et al. 2005). Por otro lado, el programa
Poly-Phen clasificé a la variante R230C, como una variante de riesgo (Villarreal-

Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007)

Nuestro grupo de investigacién secuencio los primeros siete exones del gen ABCA1,
uno de los transportadores mas importantes en la homeostasis del colesterol. Es en

el ex6n 7 donde se encontré la variante R230C, la cual mostr6 una marcada

26



Efecto de R230C en distintos escenarios de la poblacion mexicana

asociacion a niveles plasmaticos bajos de C-HDL, obesidad, sindrome metabdlico y
aun cuando la poblacion de diabéticos dentro de la poblacion de estudio era muy
pequefa, también se mostrd6 una marcada asociacion a este padecimiento. Estos
estudios se realizaron en poblacién adulta mexicana mestiza y se incluyeron algunos
grupos indigenas mexicanos que mostraron que la frecuencia de variante R230C
era heterogénea (10-40 %) (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007).
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5. Justificaciéon

La alta incidencia de las enfermedades cronico degenerativas (ECD) a nivel mundial
y las consecuencias que conllevan, asi como los factores que las desencadenan, son
de principal interés de estudio. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) entran
dentro de este grupo de las ECD, éstas se han relacionado estrechamente con los
niveles plasmaticos de C-HDL, ya que diversos estudios epidemiologicos han
mostrado que existe una relacion inversa con las enfermedades coronarias, pues a
menor concentracion plasméatica de C-HDL la predisposicion a padecer ECV
aumenta. Las concentraciones plasmaticas bajas de C-HDL son comunes en la
poblacion hispana y en poblacibn mexicana mestiza. En México, la HA, la DT2,
obesidad e Hipertension, son enfermedades que de acuerdo a las encuestas de
salud han ido en aumento y se pronostica un aumento exponencial en los proximos

anos.

El estudio inicial donde se evaluo el efecto de la variante R230C en la poblaciéon
mexicana mestiza adulta, mostro la importancia de esta variante a nivel metabdlico,
sobre todo en la modulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL, dislipidemia que
caracteriza a esta poblacién y que se ha sugerido se debe a la herencia amerindia.
Este trabajo dejo varias interrogantes por resolver. Inicialmente mediante un estudio
de caso-control se confirmara el efecto de la variante R230C con la DT2, ya que se
trata de una enfermedad multifactorial y de gran incidencia en la poblacion mexicana.
Debido a que la poblacién mexicana es heterogénea, principalmente conformada de
indigenas americanos y espafioles y debido a que uno de los principales confusores
en los estudios de asociacion caso-control es la mezcla étnica, serd necesario
realizar ensayos para el ajuste por mezcla étnica. Cuando las variantes se
encuentran en DL, pueden no ser las causantes del efecto, por lo que sera necesario
evaluar si la variante R230C se encuentra en DL con alguna otra variante que se

localice en bloques distintos.

El tiempo de exposicidon a ambientes obesogénicos puede influir en los niveles

plasmaticos de C-HDL, es por ello que se analizara el efecto de la variante R230C
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con los niveles de C-HDL en poblacion pediatrica, ya que se trata de una poblacion
con un tiempo de exposicion menor a factores obesogénicos. Debido a que las HDL
son particulas heterogéneas y se encuentra reportado que mutaciones en la proteina
ABCA1l alteran la estructura de las HDL, cambiando la distribucién de las
subfracciones, se evaluara en un subgrupo de la poblacion pediatrica el efecto de la

variante R230C, en la distribuciéon de las subfracciones de las HDL.

El estudio en poblacion mexicana adulta, al igual que estudios en otras poblaciones
han sugerido la posible exclusividad de la variante R230C en la poblacién amerindia
y poblaciones derivadas de esta. En base a ello, en el presente trabajo mediante un
estudio a gran escala que incluye poblaciones indigenas de América y de otros
continentes, evaluamos la presencia Yy el efecto de la variante R230C en estas
poblaciones. Por otro lado, debido al marcado efecto que la variante R230C ha
presentado a nivel clinico en los distintos escenarios y los datos reportados por los
distintos estudios in sillico, donde se sugiere que R230C tiene un efecto funcional, se
decidi6 realizar estudios funcionales in vitro, utilizando células transfectadas con la
variante. Ademas, mediante secuenciacion de la region codificante se buscaran
variantes que pudieran estar en DL con R230C y que pudieran ser las responsables
de los efectos clinicos. Por ultimo, mediante herramientas bioinformaticas se
realizaran analisis especificos para probar la evidencia de seleccion positiva de la
variante R230C.
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6. Hipotesis

Existen variantes funcionales del gen ABCAL, que contribuyen a la modulacion de los

niveles plasmaticos de C-HDL y otras comorbilidades en la poblacién mexicana.

7. Objetivo General

Evaluar los efectos de la variante R230C del gen ABCAL, sobre los niveles
plasmaticos de C-HDL y otras comorbilidades, en distintos escenarios de la

poblacion mexicana.

7.1 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la variante R230C del gen ABCA1 en la DT2.
a. ldentificar variantes en DL con R230C, mediante el andlisis de
haplotipos ABCAL.

2. Evaluar el efecto de la variante R230C del gen ABCA1, en la modulacion de
los niveles plasmaticos de C-HDL en poblacion pediatrica.
a. Evaluar el efecto de la variante R230C en el tamafio y distribucion de

las subfracciones de HDL.

3. Evaluar el efecto de la variante R230C del gen ABCAL, en la modulacion de
los niveles plasmaticos de C-HDL en poblacion indigena
a. Evaluar el efecto funcional de la variante R230C mediante la
generacion de células transfectadas.
b. Identificar variantes en desequilibrio de ligamiento con R230C,
mediante la secuenciacion completa del gen ABCAL.

c. Evaluar el proceso de seleccién positiva de la variante R230C.

La evaluacion de estos objetivos particulares se discutird de manera independiente

en tres secciones, ya que abarcaron la publicacion de trabajos independientes.
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8. Disefio experimental

9. Estudio de asociacion con DT2

9.1 Sujetos

Los individuos incluidos en el presente estudio son mexicanos mestizos por lo
menos en tres generaciones, no relacionados. Los patrticipantes firmaron carta de

consentimiento informado. Se aplicd un cuestionario estandarizado que incluye datos
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de peso, altura, circunferencia de cintura y presion sanguinea. Las muestras fueron
captadas por nuestro grupo de investigacion multidisciplinario, que se conforma por
personal especializado para cada area.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) y por los comités de ética de los

grupos de estudio de los colaboradores.

9.2 Estudio caso-control de DT2

El estudio inicial comprendié un grupo de 244 individuos diabéticos, los cuales
fueron pacientes de tres instituciones médicas de la ciudad de México, con una
edad de diagnostico entre 20 y 80 afios. El diagnostico de DT2 se hizo de acuerdo al
criterio de la Organizacion Mundial de Salud (Acosta, Affolder et al. 2003). El grupo
de controles comprendié un grupo de 202 individuos, de los cuales 68 individuos
fueron seleccionados de las muestras del estudio previo (Villarreal-Molina et al 2007).
El rango de edad del grupo control fue de 50 a 80 afios, se considero la inclusion de
personas mayores de 50 afios con la finalidad de reducir la probabilidad de incluir
individuos que desarrollen DT2 a una edad mas temprana. Los criterios de inclusion
fueron; no presentar DT2, no antecedentes familiares de DT2 en segundo grado y

glucosa plasmatica en ayunas < a 100 mg/dL.

Se realizd una réplica del estudio para comprobar la asociacion en un grupo de
muestras independientes. Este estudio consistié en 244 individuos con DT2 y 225
controles con edad de 45 a 65 afios. Los parametros de inclusion fueron los mismos
gue en el primer grupo de estudio. Estas muestras fueron previamente colectadas
en el Centro Médico Siglo XX1, del Instituto Mexicano del Seguro Social (Parra,
Cameron et al. 2007). Se usaron los mismos criterios de inclusion que en el primer

grupo de analisis.
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9.2.1 Mediciones antropométricas y bioquimicas

Las mediciones bioquimicas de todas las muestras fueron realizadas en el
Departamento de Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del INCMNSZ, el cual
cuenta con la certificacion del Collage of American Pathologists. Se utilizaron
metodos comerciales estandarizados. La determinacion del perfil de lipidos
(concentraciones plasmaticas de colesterol total y triglicéridos) se realiz6 con
pruebas enzimaticas, al igual que para glucosa y creatinina. Las concentraciones de
ApoAl en plasma se midieron mediante nefelometria. La definicibn de DT2 e
hipoalfalipoproteinemia se hizo de acuerdo a los criterios de la American Diabetes
Association and National Cholesterol Program (NCEP, ECDCDM 2003, NCEP 2001).

9.2.2 Genotipificacion de SNPs

Se extrajo ADN genomico de leucocitos de sangre periférica mediante la técnica de
fenol-cloroformo y el kit de Qiagen (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, U.S.A.) para cada
una de las muestras, se verifico la calidad del mismo mediante gel de agarosa, se
cuantificd  en NanoDrop® ND-100 v 3.5.2.  Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies Inc., USA) y se diluy6é la muestra a una concentracion de 10 ng/ulL.
Una vez preparada la muestra a esta concentracion se procedio al ensayo de PCR

tiempo real.
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Tabla 2. SNPs analizados en la evaluacién del efecto de la variante R230C en DT2.

o Poblacion de o
Analisis o SNP Cromosoma  Posicion
analisis
rs9282541
Efecto R230C DT2 9 106660656
(R230C)
rs2000069 9 106675690
rs2230806
o 9 106660688
Andlisis de (R219K)
Haplotipos DT2 rs9282541
_ 9 106660656
(Haploview) (R230C)
rs2487037 9 106657158
rs3818689 9 106634837
rs4884 19 50501875
rs2695 9 82074397
rs17203 19 76407961
rs2862 15 32932845
Analisis de Ancestria DT2 rs3340 5 153812060
(ADMIXMAP) rs722098 21 15607469
rs203096 17 47366768
rs223830 16 56009472
rs1800498 11 112796798
rs281478 2 46253915

El SNP rs9282541 (R230C) y los distintos polimorfismos utilizados en este trabajo
(Tabla 2) fueron genotipificados usando sondas TagMan o por el método KASPar.
Estas sondas tienen la capacidad de medir la produccion de productos de PCR
mediante un sistema de sondas marcadas mediante dos fluor6foros que son
identificados como VIC y FAM. Uno de los fluoréforos se localiza en el extremo 3' de
la cadena de ADN y una molécula llamada quencher se localiza en el extremo 5'
bloqueando la emision de la fluorescencia. Las sondas hibridas son disefiadas de

manera especificas para cada SNP. Durante la fase de extension de la reaccién de
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PCR la ADN polimerasa, rompe la sonda hibridada en el ADN, separando el
fluoréforo del quencher, emitiendo la fluorescencia de una de las sondas
(homocigoto) o de ambas (heterocigoto). Si la fluorescencia detectada proviene del
fluoréforo VIC, indicara que se trata de un homocigoto para el alelo X, si el fluoréforo
fue FAM indicara que es un homocigoto para el alelo Y, vy si fluorecen ambos
fluoréforos se trata de un heterocigoto. Posteriormente mediante la discriminacion
alélica (proceso que detecta en una muestra dos variantes de la secuencia de un
unico nucleétido), se determiné el genotipo de la muestra (Figura 10) (Yvan-Charvet,
Pagler et al. 2010). Estas reacciones se llevan a cabo en un equipo ABI Prism
7900HT de Applyed Biosystem. Para cada grupo de estudio y SNP se realizaron
genotipificaciones de 36 muestras por duplicado y la genotipificacion excedio el 95
%. Se determind que los SNPs analizados se encontraran en equilibrio de Hardy-

Weinberg.

-

Homocigotos alelo Y

Homocigotos-alelo X

0.9 -

0.z 0.4 0.5 oG o7 o= L) 1.0 1.1

Figura 10.Imagen de discriminacion alélica en PCR tiempo real.
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El sistema KASPar se basa en la capacidad de la DNA Taq polimerasa para
discriminar el polimorfismo de interés y sin necesidad de hibridar las sondas. Utiliza
dos alelos especificos competitivos uno para el forward y un primer comun en el
reverso, el sistema consiste en el poder de discriminacion de un nueva forma de
alelo especifico competitivo para el PCR que determina el alelo de un locus
especifico (http://www.kbioscience.co.uk/reagents/KASP_manual.pdf)

9.2.3 Analisis de haplotipos

Con la finalidad de evaluar el DL de variante R230C con otros SNPs. En la muestra
inicial para el analisis de caso-control de DT2, se analizaron 4 SNPs (Tabla 2), los
cuales se encuentran localizados en tres bloques distintos al que contiene la

variante R230C. Para este analisis se utilizo el programa Haploview (version 3.2).

9.2.4 Analisis de Ancestria

Debido a que la heterogeneidad de la poblacion mexicana, que consiste en una
mezcla étnica principalmente entre indigenas americanos Yy esparfoles. Se utilizé un
analisis para el ajuste por ancestria, con la finalidad de descartar el posible efecto de
estratificacion poblacional en la asociacion del genotipo de R230C y DT2. Se
analizaron 10 marcadores ancestrales para el primer grupo de estudio en DT2 (Tabla
2). Estos marcadores distinguen principalmente entre amerindios y descendientes
de europeos (6> 0.44) (Bonilla, Parra et al. 2004; Choudhry, Coyle et al. 2006). La
genotipificacion de estos SNPs se hizo en Kbiosciences (Hertfordshire, Reino
Unido), utilizando un sistema KASP (http://www.kbioscience.co.uk/reagents/KASP_

manual.pdf). El analisis se hizo con el programa ADMIXMAP (Hoggart, Parra et al.
2003; Parra, Cameron et al. 2007). EI DL entre los SNPs fue calculado por
correlacién directa (r?) y los haplotipos fueron inferidos para cada individuo usando

el programa Haploview (version 3.2) (Barrett, Fry et al. 2005).
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9.2.5 Analisis estadistico

Se uso la prueba de t-student para comparar las diferencias fenotipicas entre dos
grupos de andlisis. Para los analisis se probaron distintos modelos (dominante,
recesivo y aditivo), debido a que el nimero de homocigotos C230C fue reducido, se
us6 un modelo dominante. Las diferencias en los parametros bioquimicos y
antropomeétricos relacionados con el genotipo R230C fueron analizados mediante un
analisis de regresion lineal multiple. Se usé un analisis de regresion logistica para
evaluar la asociacién del genotipo con la DT2, ajustando por edad, género, IMC o
las variables apropiadas cuando fue apropiado. Estos andlisis se hicieron con el
paquete estadistico SPSS v15.0 (Chicago, IL, USA). Las variables que no siguieron
una distribucién normal fueron transformadas por un logaritmo para el analisis, como
fue el caso de los triglicéridos y el colesterol total. Se consider6 como diferencia
significativa valores de P < 0.05. Los datos son presentados como media (desviacion

estandar).

9.3 Resultados

En la tabla 3 se muestran las diferencias de los datos antropométricos y bioquimicos
de casos (DT2) y controles del grupo de estudio inicial, como era de esperarse la
diferencia fue evidente, sobre todo en los parametros metabolicos (IMC, perfil

lipidico, etc.).
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Tabla 3. Datos bioquimicos y antropomeétricos del primer grupo de estudio.

Parametros Diabéticos Controles P
N 244 202
Hombres (%) 31.6 30.2 NS
9.9x10™
Edad (afios) 53.9 (12.6) 60.5 (9.4)
Edad de diagnéstico (afios) 45.8 (10.7) NA
0.017
IMC (Kg/m2) 28.4 (4.8) 27.4 (4.3)
176.4 (77.4) 82.2 (10.8) 5.1 x 10
Glucosa (mg/dL)
_ 71.1 (54.6) 51.2 ( 40.6) 3.7x10 ®
Insulina (pmol/L)
HbAlc (%) 8.9 (2.3) NA -
HOMA-IR 4.9 (5.1) 1.9 (1.5) 5.5 x 10%°
HOMA-B 60.9 (53.2) 140.3 (161.9) 29x10 %
C-HDL (mg/dL) 42.9 (11.7) 50.7 (15.6) 4.8 x10%
ApoAl 132.7(25.8) 147.4 (22.9) 3.3x10°

Los datos presentados son medias (desviacidén estandar). Datos ajustados por edad e IMC, indice de
masa corporal; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR y HOMA-B, modelo de

homeostasis para la valoracion de la resistencia a la insulinay de la funcién de las células p.

Al analizar el efecto de la variante R230C en la poblacion diabética (Tabla 4), se
observo que los individuos portadores de la variante R230C/C230C presentaron
una edad de diagnostico menor que los R230R, esta diferencia fue significativa
[47.0 (10.9) vs. 42.6 (9.3), P= 0.005]. Un dato interesante fue la diferencia
significativa en las concentraciones plasmaticas de insulina y hemoglobina
glucosilada (HbAlc), en los diabéticos portadores de la variante de forma
heterocigota u homocigota (R230C/C230C) vs. los homocigotos R230R (P= 0.011y

0.015, respectivamente ajustando por edad, género, IMC, duracion de la diabetes y
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tratamiento). La insulina presentd una menor concentracion plasmética en los
portadores de la variante R230C/C230C, sugiriendo que los portadores tienen una
menor secrecion de insulina. Por el contrario, la hemoglobina glicosilada fue mayor
en los portadores de la variante R230C/C230C, lo cual podria deberse a un pobre
control de la diabetes en estos sujetos. Otro dato interesante es que aun cuando la
diferencia no alcanzé significancia, los niveles plasmaticos de C-HDL son menores
en los individuos portadores de la variante R230C, efecto observado previamente
en la poblacion general adulta (Villarreal-Molina et al. 2007).
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Tabla 4. Efecto de la variante R230C del gen ABCAl en poblacion diabética

mexicana.
Parametros R230R R230C/C230C P
~ 18 e

Hombres (%) 29.9 36.7 0.329
Edad(afios) 54.6 (12.4) 51.7 (13.1) 0.117
Edad de diagnéstico (afios) 47.0 (10.9) 42.6 (9.3) 0.005
IMC (Kg/m?) 28.3 (4.8) 28.9 (4.7) 0.337
Glucosa (mg/dL) 176.4 (77.4) 176.4 (81.0) 0.891
Insulina (pmol/L) 75.2 (59) 58.3 (35.3) 0.011
HbA1c (%) 8.7 (2.2) 9.9 (2.5) 0.015
HOMA-IR 5.5 (5.9) 4.3 (2.9) 0.065
HOMA B 62.3 (53.9) 57.1 (51.4) 0.226
HDL-C mg/dL 42.9 (11.7) 39.0 (11.7) 0.941
ApoAl 134 (27.1) 125 (22.3) 0.924
Tratamiento (%)

Sin tratamiento 18 (13.4) 9 (20.9)

Dieta mas ejercicio 7 (5.2 1(2.3)

Hipoglucemiante oral 95 (70.1) 29 (67.4)

HGO mas insulina 11 (8.2) 3(6.9)

Insulina 3(2.2) 1(2.3)

Los datos presentados son medias (desviacion estandar) o (%). Los datos de P fueron ajustados por
edad, género, IMC, duracion de diabetes y tipo de tratamiento, cuando fue necesario. IMC, indice de
masa corporal; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR y HOMA-B, modelo de
homeostasis para la valoracion de la resistencia a la insulina 'y de la funcién de las células B; HGO

hipoglucemiante oral.

El analisis caso vs. control para DT2 del estudio inicial, mostré que la frecuencia de
los genotipos R230C/C230C fue mayor en los individuos diabéticos (24.6%) que en
los controles, donde la frecuencia fue del 11.4 % (RM 2.501, 95% IC 1.476-4.238, P

= 0.001) (Tabla 5). Esta asociacion se mantuvo aun después del ajuste por mezcla
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étnica (P = 0.008), descartando este posible confusor y confirmando la asociacién
con la DT2. Con base en la marcada disminucion en la edad de diagnéstico de los
portadores de la variante R230C/C230C, decidimos estratificar la muestra
basandonos en la edad de diagnostico, sugiriendo: DT2 de inicio temprano y DT2
de inicio tardio. La clasificacion de DT2 de inicio temprano abarcé aquellos
individuos cuya edad de diagnostico fuera < a 45 afios (n = 121). Esta clasificacion
se determiné de acuerdo a la media de edad de diagnostico de los individuos con
genotipo R230C/C230C y por lo reportado en estudios previos donde han tomado 45
afios, como corte de edad para clasificar DT2 de inicio temprano (Frayling, Wiltshire
et al. 2003; Flavell, Ireland et al. 2005). En la tabla 5 se muestran los resultados, se
observé una ligera tendencia (P = 0.149) de la variante R230C con la DT2 de inicio
tardio (mayores de 45 afios, n = 123). Por el contrario, se observo una marcada
asociacion de la variante R230C con la DT2 de inicio temprano (RM 3.766, 95% IC
2.121 -6.748 P = 3.3 x 10°). El efecto se conservé autn después del ajuste por
mezcla étnica (P = 8.1 x 10°).
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Tabla 5. Anélisis inicial del efecto de la variante R230C en la DT2.

Genotipo n (%)
Anélisis inicial OR P
R230R R230C/C230C

Individuos con DT2

184 (75.4) 60 (24.6) 2.501 0.001
(n=244)
DT2 Inicio Temprano 6
81 (66.9) 40(33.1) 3.776  3.3x10
(n=121)
DT2 Inicio Tardio
103 (83.7) 20 (16.3) 1.619 0.149
(n=123)
Sujetos No Diabéticos
179 (88.6) 23 (11.4)
(n=202)

Los datos presentados son n (%). Los valores de P <0.001 y RMs fueron calculados con un
andlisis de regresion logistica usando un modelo dominante (R230R vs. R230C/C230C) ajustando
por edad e IMC. La edad de diagnéstico de DT2 de inicio temprano fue < 45 afios: la edad de

diagndstico para DT2 de inicio tardio fue > 45 afios.

Debido a la marcada asociacion de la variante R230C/C230C con la DT2, se decidio
hacer una réplica del estudio en una muestra independiente, con la finalidad de
comprobar la asociacion. Esta réplica incluyé poblacion que habia sido previamente
colectada en el IMSS (Parra, Cameron et al. 2007). Como se puede observar en la
tabla 6, los resultados fueron similares a los reportados en el primer grupo de
estudio. La frecuencia de la variante R230C al igual que en el analisis inicial, fue
mas alta en los individuos con DT2 (24.8 %), que en los controles (13.8 %), (RM
2.098, 95% IC 1.255-3.507, P = 0.005). Sin embargo, la asociacion con DT2 de inicio
temprano fue menos evidente que en el primer estudio (OR 2.190, 95% IC 1.258 -
3.732, P = 0.004) y también se observd asociacion con la DT2 de inicio tardio (RM
1.935, 95% IC 1.258 -3.732, P = 0.032)
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Tabla 6. Réplica del analisis del efecto de la variante R230C en la DT2

Genotipo n (%)
Réplica (IMSS) OR P
R230R R230C/C230C

Individuos con DT2

182 (75.2) 60(24.8) 2.098 0.005
(n=242)
DT2 Inicio Temprano
88 (73.9) 31(26.1) 2.190 0.004
(n=119)
DT2 Inicio Tardio
94 (76.4) 29(23.6) 1.935 0.032
(n=123)
Sujetos No Diabéticos
194 (86.2) 31(13.8)
(n=225)

Los datos presentados son n (%). Los valores de P <0.001 y RMs fueron calculados con un

analisis de regresion logistica usando un modelo dominante (R230R vs. R230C/C230C)
ajustando por edad e IMC. La edad de diagnostico de DT2 de inicio temprano fue < 45 afios: la

edad de diagnéstico para DT2 de inicio tardio fue > 45 afios.

Debido a que el efecto de la variante R230C en los estudios de muestras
independientes fue el mismo, se decidio hacer un analisis combinado (Tabla 7). Se
observé que la asociacion tanto ala DT2 (RM 2.097, 95% IC, P= 7.6 x10®) como a
la DT2 de inicio temprano fue mas evidente (RM 2.757, 95% IC, P= 9.4 x10®). Los
resultados muestran que los individuos que presentan la variante R230C tienen
aproximadamente 2 veces mayor riesgo de padecer DT2 y 2.8 veces mas de que

sea DT2 de inicio temprano.
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Tabla 7. Andlisis combinado del Efecto de la variante R230C en la DT2.

Genotipo n (%)
Analisis Combinado OR P
R230R R230C/C230C

Individuos con DT2

366 (75.3) 120(24.7) 2.097 7.6 x10°
(n=244)
DT2 Inicio Temprano 8
169 (70.4) 71(29.6) 2.757 9.4 x10°
(n=121)
DT2 Inicio Tardio
197 (80.1) 49(19.9) 1.826 0.010
(n=123)
Sujetos No Diabéticos
373 (87.4) 54(12.6)
(n=202)

Los datos presentados son n (%). Los valores de P <0.001 y RMs fueron calculados con un
andlisis de regresion logistica usando un modelo dominante (R230R vs. R230C/C230C) ajustando
por edad e IMC. La edad de diagnostico de DT2 de inicio temprano fue < 45 afios: la edad de

diagnostico para DT2 de inicio tardio fue > 45 afios.

Por otro lado, debido a la relevancia del efecto de la variante R230C se decidié hacer
un analisis de haplotipos, para evaluar si la variante R230C es la responsable de
dicho efecto o si presenta DL con 4 SNPs, 3 de ellos localizados en tres bloques
distintos al que contiene R230C. Las frecuencias de los alelos menos frecuentes de
los SNPs utilizados para este analisis, asi como los datos de ubicacion se muestras

en la tabla 8.
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Tabla 8. Frecuencia de los alelos menos frecuentes de los SNPs utilizados para el
andlisis de DL con R230C

_ Frecuencia
o Region Alelo
SNP Posicion del alelo
ABCA1 Mayor/Menor

menor
rs2000069 106675690 Intrén 5 CIT 0.380
rs2230806 106660688 Exon 7 G/A 0.327
(R219K)
rs9282541 106660656 Exon 7 CIT 0.097
(R230C)
rs2487037 106657158 Intrén 7 CIT 0.261
rs3818689 106634837 Intrén 18 G/C 0.054

La posicion es de acuerdo a NT_008470.18

Las frecuencias alélicas del alelo menor, para todos los SNPs analizados no
mostraron diferencia a excepcidén de R230C, ya que el alelo “C” es mas frecuente
en los individuos diabéticos que en los controles (0.131 vs. 0.056), esta diferencia fue
significativa (P = 0.0002) y se conserva aun después del la correccién por Bonferroni
(P =0.001)(Tabla 9).
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Tabla 9. Frecuencias de alelo menor para los SNPs analizados en diabéticos y

controles.
SNP Frecuencias Alélicas
DT2 Controles P P

rs2000069 0.372 0.390 0.729 0.999
rs2230806 (R219K) 0.312 0.346 0.311 0.845
rs9282541 (R230C) 0.131 0.056 0.0002 0.001
rs2487037 0.256 0.267 0.585 0.998
rs3818689 0.056 0.052 0.772 0.999

Los valores de *P son de DT2 con respecto al alelo de menor frecuencia; el valor de P es después

de la correccion de Bonferroni para los cinco SNPs.

El andlisis de DL realizado con el programa Haploview mostré que la variante
R230C no se encuentra en DL con los 4 SNP analizados (rs2000069, rs2230806 0
R219K, Rs2487037 y rs3818689), lo cual sugiere que la variante R230C es la

responsable de la asociacion con la DT2. Sin embargo, se encontr6 que el SNP

rs2230806 6 R219K esta en DL con

rs2487037, ya que como se muestra en la

figura 11, el rombo que correlaciona los dos SNP es mas obscuro, indicado por un

r’>0.8.
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Is. 0806
(R219K

1s3818689

rs2000069

Figura 11. Analisis para determinar bloques en desequilibrio de ligamiento (DL) con

R230C, en el primer grupo de estudio. Localizaciébn genémica aproximada de cuatro

SNPs (localizados en tres bloques distintos del gen ABCAL) analizados para

determinar bloques en desequilibrio de ligamiento (DL) con R230C, en el primer

grupo de estudio. No se encontré evidencia de DL de la variante R230C con los

cuatro SNPs.

El analisis de haplotipos, mostrd que el Unico haplotipo asociado a la DT2 es el que

contiene la variante R230C (sefialado mas obscuro), ya que la diferencia fue

significativa (P = 0.0004), y aun después del ajuste por Bonferroni la asociacion se
conservo (P =0.002) (Tabla 10).
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Tabla 10. Asociacion de haplotipos con la DT2 en la muestra inicial.

S < I 5 o 2
X (3} S Proporcién  Proporcion
Haplotpp & & 828 5 @ i _IO P

NN ¥ o < © con DT2 sin DT2

N o K N ™

B = 0 = o @
1 G C C G 0.506 0.555 0.152 0.561
2 A C T G 0.249 0.268 0.556 0.983
3 A C C G 0.061 0.074 0.448 0.949
4 G T C G 0.128 0.056 0.0004 0.002
5 G C C C 0.052 0.047 0.767 0.999

DT2, diabetes tipo 2. El valor P con correccién de Bonferroni.
9.4 Discusion

9.4.1 Efecto de R230C enla DT2

Es sabido que el colesterol juega un papel importante en la homeostasis de la
glucosa, ya que es esencial para la exocitosis normal de la insulina. Recientemente
se ha sugerido que la acumulaciéon de colesterol en las células B-pancreaticas causa
lipotoxicidad, impidiendo el correcto funcionamiento de las células para la liberacion
de insulina (Yao and Tabas 2001; Hao, Head et al. 2007). El tratamiento de células
con inhibidores de la sintesis de colesterol mostré una disminucion en la secrecion
de insulina (Xia, Xie et al. 2008). Por otro lado, la disminucién de colesterol en la
membrana con metil-pB-ciclodextrina (absorbente selectivo para colesterol de la
membrana), mostré efecto sobre la funcion y distribucién de los canales de iones
en la membrana plasmatica, ademas de inhibir la exocitosis y promover la liberacién
de granulos de insulina (Xia, Gao et al. 2004). Concentraciones altas del inhibidor
metil-B-ciclodextrina, han mostrado potenciar la exocitosis, lo cual sugiere que
concentraciones optimas de colesterol en la membrana son necesarias para la
exocitosis normal de granulos de insulinay liberacion de nutrientes estimulados por
la insulina (Xia, Gao et al. 2004). En base a esto, se han realizado distintos estudios

en modelos animales con la finalidad de evaluar el papel que desempefia ABCAL,
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uno de los transportadores de colesterol mas importante y mediador de la biogénesis
de las particulas HDL (Tang and Oram 2009). El modelo de raton knockout para
Abca1 mostré al igual que en los individuos con la enfermedad de Tangier, una
marcada disminucion plasmatica de C-HDL, pero un funcionamiento normal de las
células B-pancreéticas y una secrecion normal de insulina. A diferencia de ello, el
ratén con la delecién especifica del gen Abca1 en células B pancreaticas, no mostro
disminucion en los niveles de C-HDL, pero si una disminucién marcada en el eflujo
de colesterol en la células pB-pancreaticas, una intolerancia marcada a la glucosa y
una disminucién en la secrecion de insulina (Brunham, Kruit et al. 2007), lo cual
coincide con los hallazgos reportados en el presente trabajo, donde los individuos
diabéticos portadores de la variante R230C del gen ABCAl, presentan una
concentracion menor de insulina plasmatica, que podria ser explicada por los

mecanismos que se mencionan con anterioridad.

La variante R230C del gen ABCA1 ha mostrado asociacion a distintos parametros
del sindrome metabdlico, en especial a menores niveles plasmaticos de C-HDL
(Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007). Este fenotipo de C-HDL bajo es un
evento frecuente en sujetos diabéticos, que desencadena en aterosclerosis, siendo
una de las principales causas de muerte en esta enfermedad (von Eckardstein,
Schulte et al. 2000; Semenkovich 2006). Se ha reportado que las particulas HDL
presentan un efecto protector en las células B-pancreaticas (Roehrich, Mooser et al.
2003), al igual que lo hacen en los macrofagos(Yvan-Charvet, Pagler et al. 2010).
Las particulas LDL inhiben la secrecion de insulina e induce apoptosis de las células
B-pancreaticas (Cnop, Hannaert et al. 2002), (Rutti, Ehses et al. 2009). En contraste,
las particulas HDL inhiben la apoptosis inducida por la interleucina-1 o por la
glucosa (Rutti, Ehses et al. 2009). Sin embargo, en la poblacion diabética el efecto de
la variante R230C sobre los niveles plasméaticos de C-HDL no fue tan evidente como
en la poblacion general (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007), aun cuando
los portadores del cambio presentaron menor concentracion plasmaticas de C-HDL
gue los homocigotos R230R la diferencia no fue significativa. Nuestros resultados

coinciden con los observados en el modelo del raton con la delecion especifica del
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gen Abca1 en células B pancreéticas, ya que las concentraciones plasmaticas de C-
HDL fueron normales (Brunham, Kruit et al. 2007). Esto podria explicarse por la
accion compensadora de otros transportadores de colesterol como lo es ABCG1
(Kennedy, Barrera et al. 2005), el cual se sobre expresa cuando ABCAL es deficiente
y se ha sugerido presentan un efecto sinérgico (Yvan-Charvet, Ranalletta et al.
2007).

Recientemente un estudio en poblacion Neerlandesa mostr6 mediante la prueba de
tolerancia oral a la glucosa 6 OGTT (por sus siglas en inglés), que en individuos no
diabéticos con mutaciones de Tangier de manera heterocigota se ve afectada la
secrecion de insulina, sin presentar resistencia a la insulina, ubicando al gen ABCA1
como una parte importante en la funcionalidad de las células B-pancreaticas
(Vergeer, Brunham et al. 2010). Estos estudios concuerdan con nuestros resultados
del efecto de la variante R230C en la poblacibn mexicana sobre los individuos
diabéticos, ya que tienen una marcada disminucion de la insulina plasmatica y la
marcada asociacion de los portadores de la variante a la DT2 y en especial con la
DT2 de inicio temprano. Uno de los principales confusores en los estudios caso vs.
control es la mezcla étnica, caracteristica principal de la poblacion mexicana
mestiza. Es por ello, que realizamos un ajuste de mezcla étnica con el analisis de 10
marcadores ancestrales. ElI resultado de asociacion de la variante

R230C conla DT2 se conservo aun después del ajuste por mezcla étnica.

En este estudio fue posible descartar el posible DL de la variante R230C, con otras
variantes del gen ABCA1 localizadas en tres bloques distintos al que contiene
R230C. Por otro lado, los estudios de haplotipos sefialaron como principal haplotipo
asociado a la DT2, al haplotipo que contenia la variante R230C. Esto nos permitio
sugerir inicialmente que la variante R230C era la responsable de la asociacion y
gue tenia un efecto a nivel funcional. Si el efecto funcional de la variante R230C
causara una disminucion en la funcién de la proteina, posiblemente podria haber una
acumulacién de colesterol en células B-pancredticas y podria causar por

lipotoxicidad inhibicion en la secrecién de insulina (Figura 12), lo cual podria explicar
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qgue los individuos portadores de la variante R230C de manera homocigota u
heterocigota presentan una menor cantidad de insulina plasmética, al igual que el
modelo de ratén con delecién especifica de Abcal (Brunham, Kruit et al. 2007).

Estos estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que el transportador
ABCALl desempefia un papel importante en la homeostasis de la glucosa, ademas
gue variantes como R230C pueden tener un papel importante al interferir en el
funcionamiento optimo de la proteina, por lo que sera necesario evaluar el papel de

esta variante en células B-pancreaticas.
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Figura 12. Mecanismos propuestos del efecto de R230C en la DT2. Basandonos en
el modelo del ratén (Brunham, Kruit et al. 2007), se propone que la variante R230C
podria afectar la capacidad de la proteina ABCAL y disminuir el eflujo de colesterol
en células B pancreéaticas, con ello aumentar la cantidad interna de colesterol. Todo
esto causaria lipotoxicidad en la célula, disminuyendo la secrecién de insulina y
llevando posteriormente al desarrollo de la DT2. Este mecanismo podria verse

aumentado con la obesidad.

Estos resultados fueron publicados en la revista Diabetes (Villarreal-Molina, Flores-
Dorantes et al. 2008).
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10. Efecto de la variante R230C en poblacion pediatrica

10.1 Sujetos

La captacion de muestras en esta poblacion, fue la misma que se sefiala en el inciso
8.1. Debido a que son individuos menores de edad, se contd con la autorizacion del
padre o tutor para ser incluidos en este estudio. Esta poblacién incluyé 1253
individuos pediéatricos cuyo rango de edad fue de 6 a 15 afios. Las muestras fueron
colectadas en la Convivencia infantil 2008, de la Secretaria de Salud y en escuelas
secundarias de la ciudad de México (esta poblacion fue previamente analizada)
(Medina-Urrutia, Juarez-Rojas et al. 2008). Ninguno de los participantes presento
evidencia clinica de problemas de diabetes, tiroides, o enfermedades renales o

hepaticas.

10.1.1 Mediciones antropométricas y bioquimicas

Las mediciones bioquimicas de todas las muestras fueron de las muestras de la
convivencia infantil se realizaron como se indica en el inciso 8.1. Las mediciones
bioquimicas de la poblacion colectada en escuelas secundarias de la ciudad de
México fueron realizadas en el Departamento de Endocrinologia del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICh) (Medina-Urrutia, Juarez-Rojas et
al. 2008).

10.1.2 Genotipificacion de SNPs.
La extraccion de ADN vy la genotipificacion del SNP rs9282541 (R230C), se realizd

como se indica en el inciso 8.2.2. .

10.1.3 Clasificacion para desarrollo de pubertad

El desarrollo sexual se determin6 con el método descrito por Tanner (Tanner 1962).

En el caso de las nifias el dato de menarca también fue considerado.

10.1.4 Poblacion con mediciones de subfracciones de HDL

Las subfracciones de las particulas HDL se midieron en una subpoblacion de la

poblacién pediatrica que consistio en 81 individuos, agrupados por edad, género e
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IMC, partiendo del genotipo (32 homocigotos R230R, 32 heterocigotos R230C y los
17 homocigotos disponibles para C230C).

10.1.5 Medicion de subfracciones de HDL

Se separaron las HDL del plasma por ultra centrifugacion. Posteriormente, se llevo a
cabo una electroforesis en gradiente 4-30% de gel de poliacrilamida en condiciones
no desnaturalizantes. La cantidad de proteina total se cuantificé por una modificacién
del método de Lowry. Las bandas de proteina HDL se tifieron con azul de Coomassie
R-250 y el diametro promedio se determind con un densitometro GS-670 Bio-Rad,
utilizando el software de andlisis molecular (Bio-Rad Labs., CA.). La distancia de
migracién en cada gel se calculd con una curva estandar de proteinas de alto peso
molecular (tiroglobulina 17.0 nm, ferritna 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato
deshidrogenasa 8.1 nm y albumina 7.1 nm; Amersham Pharmacia Biotech,
Buckimghamshire, UK), con la funcidbn de distancia de migracion relativa. La
proporcion relativa para cada subfraccion de HDL se estimo de la siguiente manera:

Tabla 11. Subfracciones de HDL.

Subfraccion HDL Tamafio (nm)
HDL3, 7.21-7.76
HDL3, 7.76 —8.17
HDL3, 8.17 - 8.77
HDL2, 8.77-9.71
HDL2, 9.71-12.93

El coeficiente de variacion de cada subfraccion fue menor al 10 %. Los resultados se
expresan como el porcentaje que representa el area bajo la curva de cada
subfraccion de apolipoproteina, tomando como referencia la sumatoria de las areas
de todas las apolipoproteinas-HDL. El tamafio de particula se determind por el

promedio del tamafio de cada subclase (nm), multiplicado por el area relativa del
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escaneo densitométrico. El coeficiente de variacion de estas determinaciones fue

menor al 1 %.

10.1.6 Analisis estadistico

Se uso la prueba de t-student para comparar las diferencias fenotipicas entre dos
grupos de analisis. Para los andlisis en los distintos escenarios se probaron distintos
modelos (dominante, recesivo y aditivo), reportando mejores resultados el modelo
aditivo. Las diferencias en los parametros bioquimicos y antropométricos
relacionados con el genotipo R230C fueron analizados mediante un analisis de
regresion lineal maltiple. Se usé un andlisis de regresion logistica para evaluar la
asociacion del genotipo con hipoalfalipoproteinemia, ajustando por edad, género,
IMC o las variables apropiadas cuando fue apropiado. Estos analisis se hicieron con
el paquete estadistico SPSS v15.0 (Chicago, IL, USA). Las variables que no
siguieron una distribuciéon normal fueron transformadas por un logaritmo para el
analisis, como fue el caso de los triglicéridos y el colesterol total. La asociacion del
genotipo con la distribucion de las subfracciones se hizo con un analisis de ANOVA
para 3 grupos independientes. Se consideré como diferencia significativa valores de

P < 0.05. Los datos son presentados como media (desviacion estandar).

10.1.7 Calculos

El IMC fue calculado como el peso en kilogramos dividido por la altura en metros
cuadrados. El IMC z-score, fue calculado considerando edad y género especifico
para datos de referencia del IMC, como sugiere el Centro de Control y Prevencion
de enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention) (Kuczmarski, Ogden
et al. 2002). El porcentaje de grasa fue medido con el método de impedancia

bioeléctrica (Quantum X impedance analyzer, RJL Systems, Detroit, MI).

10.2 Resultados
Los datos antropométricos y bioquimicos de la poblacion pediatrica se muestran en

la tabla 14. No se observaron diferencias significativas.
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Tabla 12. Datos antropométricos y bioquimicos de la poblacion pediatrica.

Caracteristicas Poblacion total Nifios Nifias P
(n = 1253) (n =595) (n = 658)

Edad (afios) 11.5 (2.4) 11.4 (2.4) 11.5(2.4)  0.458
IMC (kg/m?) 21.6 (4.6) 21.5 (4.8) 21.7 (4.4) 0.393
IMC z-score 0.91 (0.94) 0.91 (1.0) 0.91 (0.87) 0.598
% grasa (n=596) 31.0 (11.2) 29.8 (12.4) 32.1(9.6) 0.092
CT (mg/dL) 159.8 (30.7)  158.2 (30.7) 161.3(30.7) 0.075
Triglicéridos(mg/dL) 113.6 (73.5) 111.3(79.9) 115.7 (67.1) 0.279
C-HDL (mg/dL) 45.6 (11.0) 453 (11.0)  45.9(10.9) 0.364
Relacién CT/HDL-C 3.68 (1.06) 3.67 (1.08) 3.68 (1.04) 0.808
HA (%) 15.1 15.0 15.2 0.9377

Los datos presentados son medias (desviacion estandar) o (%). Los valores de *P fueron calculadas
con una prueba de t-student. TP se utiliz6 una prueba de X? de Pearson. IMC, indice de masa
corporal; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; CT, colesterol total; HA,

hipoalfalipoproteinemia.

10.2.1 Asociacién de la variante R230C con los niveles de C-HDL y otros
rasgos metabdlicos

La frecuencia del alelo (“C”) o alelo de riesgo de la variante R230C en la poblacién
pediatrica fue de 0.10. Los individuos portadores de la variante R230C presentaron
menor concentracion plasmatica en los niveles plasmaticos de C-HDL (P = 2.9 x 10
%), observando un efecto de dosis, ya que los homocigotos (C230C) tuvieron menor
concentracion plasmatica que los heterocigotos (R230C) y estos a su vez que los
homocigotos comunes (R230R) [38.2 (9.4), 429 (11.0), 46.4 (10.9),
respectivamente]. Este mismo efecto habia sido previamente reportado en poblacion
adulta mexicana (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007). El colesterol total
plasmatico presentd el mismo comportamiento que los niveles de C-HDL,

disminuyendo de acuerdo a la cantidad de copias del alelo de riesgo, la diferencia
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fue significativa (P = 0.019). Por lo contrario, los portadores del alelo de riesgo
mostraron un incremento en los siguientes pardmetros: factor de riesgo aterogénico
(TC/C-HDL), IMC, IMC z-score y porcentaje de grasa (P = 0.001, 0.049, 0.032 y
0.039, estos datos fueron respectivamente ajustados por edad, género, IMC y

Tanner).

También se evaluo el efecto de la variante R230C en la hipoalfalipoproteinemia
(HA), observando nuevamente un efecto de dosis, ya que los portadores la variante
de manera homocigota, es decir C230C, tiene mayor frecuencia de HA que los
heterocigotos R230C, y a su vez los heterocigotos tienen una frecuencia mayor
gue los homocigotos comunes o R230C ( 24.9, 35.0y 12.6 %, respectivamente, OR
=2.19, IC 95 % 1.60-2.99, P= 9.4 x 107"). Se observé que presentar la variante
aumenta 2 veces el riesgo de presentar HA (Tabla 13).
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Tabla 13. Efecto de la variante R230C sobre los parametros bioquimicos y
antropomeétricos en la poblacién pediatrica.

Genotipo

Parametro R230R R230C Cc230C *P

n=1012 n =221 n =20
Frecuencia (%) 80.8 17.6 1.6
Edad (afios) 11.5(2.4) 11.2(2.4) 11.6(2.0) 0.271
IMC (Kg./m?) 21.4(4.4) 21.8(4.9) 22.5 (4.5) 0.049
IMC z-score 0.88(0.95) 1.02(0.88) 1.10(0.98) 0.032
Grasa (%) (n=596) 30.6(10.8) 32.1(11.7) 35.9 (12.9) 0.039
CT (mg/dL) 160.5(31.1) 157.6(28.1) 149.1(36.5) 0.019
TG (mg/dL) 114.9(77.6) 108.6 (52.9) 95.1(36.7) 0.137
C-HDL (mg/dL) 46.4(10.9) 42.9(11.0) 38.2 (9.4) 2.9x10°®
Radio TC/C-HDL 3.62 (1.05) 3.87(1.08) 4.19 (1.12) 0.001
HA (%) 12.6 24.9 35.0 9.4x1077

Los datos presentados son medias (desviacién estandar) o %. Para los valores de *P se utiliz6 un
modelo aditivo ajustado por edad, género, IMC y escala de Tanner. Para 'P se us6 una andlisis de
regresion multiple bajo un modelo aditivo ajustado por edad, género, IMC y escala de Tanner, cuando
fue necesario. IMC, indice de masa corporal; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad;

CT, colesterol total; HA, hipoalfalipoproteinemia.

Se ha sugerido que el género es un factor que influye en los niveles plasmaticos de
C-HDL, debido a ello se decidi6 estratificar la poblacion de acuerdo al género.
Observamos que el efecto de la variante R230C sobre los niveles plasmaticos de C-
HDL e HA es independiente del género, ya que se conservo el efecto a menor
concentracion plasmatica de C-HDL y mayor frecuencia de HA, mostrando el mismo
efecto de dosis. Ademas, el porcentaje de grasa, colesterol total y de la relacion
TC/C-HDL, mostraron la misma tendencia en ambos grupos. En el grupo de nifios
el porcentaje de grasa y la relacion TC/C-HDL alcanzaron significancia (P= 0.024 y
0.001, respectivamente). En las nifias sélo los niveles de colesterol total mostraron
diferencias significativas (P= 0.020). (Tabla 14).
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Tabla 14. Efecto de la variante R230C en la poblacion pediatrica estratificada por género.

Nifios Nifias

Parametro R230R R230C C230C P R230R R230C C230C P

n=4r1 n=112 n=12 n=4r1 n=109 n=8
Frecuencia (%) 79.2 18.8 2 82.2 16.6 12
Edad (afios) 11.5(2.4) 112(24)  11.6(2.0) 0587  11.6(2.4) 113(24)  11.7(15) 0.328
IMC (kg/m?) 21.3(47) 21849  225(45) 0.131 216(4.7) 217400 245(5.7) 0257
IMC z-score 0.87(1.02)  1.02(0.88)  1.10(0.98) 0120  0.89(0.88)  0.99(0.78)  1.30(1.04) 0.140
Grasa (%) (n=596)  30.6(10.8)  32.1(11.7)  35.9(12.9) 0024  320096)  323(94) 37.2(116) 0.287
CT (mg/dL) 160.5(31.1) 157.6(28.1)  149.(36.5) 0226  162.2(31.6) 157.3(25.9) 146.8(25.3) 0.020
TG (mg/dL) 114.9(77.6) 108.6(52.9) 95.1(36.7) 0676  117.9(70.7) 105.8(25.9) 100.5(20.6) 0.074
C-HDL (mgfdL) 46.4(10.9) 429(11.0) 382(94)  69x10° 46.4(109) 431(1L5) 378(47)  1.1x10
Radio TC/C-HDL 3.62(1.05) 3.87(1.08) 4.19(1.12) 0007  3.64(1.03) 387(1.07) 3.93(0.82) 0069
HA (%) 12.6 24.9 35.0 0.001 12,6 215 375 18x10*

Los datos presentados son medias (desviacion estandar) o %. Para los valores de *P se utiliz6 un modelo aditivo ajustado por
edad, género, IMC y escala de Tanner. Para P se usé una andlisis de regresién mltiple bajo un modelo aditivo ajustado por
edad, género, IMC y escala de Tanner, cuando fue necesario. IMC, indice de masa corporal; C-HDL, colesterol de lipoproteinas

de alta densidad; CT, colesterol total; HA, hipoalfalipoproteinemia.
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10.2.2 Efecto de R230C en la distribucion de las subfracciones de las
HDL

Por otro lado, en un subgrupo de 81 individuos de la poblacién pediatrica fue
posible medir subfracciones de las particulas HDL. Estas muestras fueron
seleccionadas de acuerdo al genotipo, edad, género e IMC. Como era de esperarse
se observo una diferencia significativa en los niveles plasmaéticas de C-HDL (P =
0.011). Una de las subfracciones que present6 diferencia significativa (P = 0.002)
con respecto al genotipo, fueron las subfraccion HDLj, la cual disminuyd,
mostrando un efecto de dosis con respecto a las copias del alelo raro o alelo “C”, ya
gue los portadores de manera heterocigota, es decir, R230C, tienen menor cantidad
de HDL,, que los homocigotos R230R y a su vez los homocigotos poco frecuentes
C230C , presentan menor proporcion de la subfraccion HDL,, que los R230C y
R230C [(13.0(3.6), 10.9(2.8), 9.8(2.8)], representado en la gréafica de la figura 13.
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Figura 13. Distribucion de la subfraccion HDL,, de acuerdo al genotipo para R230C.
El grafico muestra la proporcion relativa de las HDL en (%) para cada genotipo y la

desviacion estandar.
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Por el contrario, las subfracciones HDL3, y HDL 3, presentaron un aumento y un
efecto de dosis, como se observa en los graficos de las figura 14 y 15, ya que los
portadores de manera heterocigota, es decir, R230C, tienen mayor cantidad de
HDLs, y HDL3, que los homocigotos R230R y a su vez los homocigotos poco
frecuentes C230C , presentan mayor proporcion de las subfracciones HDL3,y HDL3p
que los R230C [27.2(1.9), 28.3(2.0), 29.2(2.1), P = 0.004 y 23.4(2.6), 24.8 (2.5),
25.0(2.0), P=0.029, respectivamente |
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Figura 14. Distribucion de la subfraccion HDL3, de acuerdo al genotipo para R230C.

El grafico muestra la proporcion relativa de las HDL en (%) para cada genotipo y la
desviacion estandar.
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Figura 15. Distribucién de la subfraccién HDL3, de acuerdo al genotipo para R230C.
El grafico muestra la proporcion relativa en (%) de las HDL para cada genotipo y la
desviacion estandar.

Las subfracciones HDL,, y HDL3. no mostraron diferencias significativas con
respecto a la variante R230C. Por otro lado, la variante R230C también mostro
asociacion con un menor tamafo de particula. Los homocigotos C230C presentaron
un menor tamafo de particula que los heterocigotos R230C y estos a su vez menor
tamafo que los homocigotos R230R [8.77 (0.17), 8.65 (0.16), 8,64 (0.16), P =
0.014].

10.3 Discusién
Se ha demostrado que los factores ambientales influyen considerablemente en los

niveles plasmaticos de C-HDL, ademas de igual manera la influencia genética juega
un papel importante en la modulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL
(Hamsten, Iselius et al. 1986; Gordon, Probstfield et al. 1989). Un ejemplo claro de la
influencia de la carga genética es la poblacion espafiola, la cual ha cambiado de
manera importante su dieta, y a pesar de ello desde la infancia las concentraciones
plasmaticas de C-HDL son mayores que la de otros paises europeos. Esto se ha

atribuido principalmente a la factores genéticos (Lopez-Simon, de Oya et al. 2009). A
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diferencia de esta poblacion, la poblacion infantil mestiza mexicana, que es una
mezcla principal entré poblacion indigena americana y espafola (Lisker, Ramirez et
al. 1990), presentan concentraciones de C-HDL bajas, y aproximadamente entre un
20 y 30 % presenta hipoalfalipoproteinemia, al igual que las poblaciones adultas
mestizas de América latina (Aguilar-Salinas, Olaiz et al. 2001; Rodriguez-Moran,
Salazar-Vazquez et al. 2004; Yamamoto-Kimura, Posadas-Romero et al. 2006;
Medina-Urrutia, Juarez-Rojas et al. 2008). Este efecto se ha observado en distintos
estudios prospectivos donde comparan distintas etnias en América del norte como
son: caucasicos, negros y latinos. Donde la poblacién con menor concentracion
plasmatica de C-HDL han sido los latinos (Hickman, Briefel et al. 1998; Winkleby,
Robinson et al. 1999). Un gen involucrado en la homeostasis de las HDL, es el gen
ABCA1, vy distintas mutaciones o variantes han sido asociadas a este fenotipo de C-
HDL bajo. La variante R230C fue asociada a niveles bajos de C-HDL en poblacion
adulta mexicana (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007), explicando alrededor
del 4 % de la modulacion de los niveles de C-HDL. Es en este trabajo donde
demostramos que el efecto que presenta R230C en la edad adulta sobre los niveles
plasmaticos de C-HDL (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007), es
independiente de los factores ambientales, ya que en la poblacion pediatrica, la cual
tiene un tiempo menor de exposicion a ambientes obesogénicos y dafinos
presentan el mismo patron de niveles plasmaticos bajos de C-HDL en los portadores
de la variante R230C. Ademas se observo que el efecto es independiente del género,
aun cuando existen estudios que sefialan al género como un factor relevante en la
modulaciéon de los niveles plasméaticos de C-HDL (Bertrais, Balkau et al. 2000), en
esta poblacion se mostr6 el mismo comportamiento tanto en varones como en
mujeres. Estos datos son relevantes epidemiolégicamente, ya que se ha reportado
gue detectar concentraciones bajas de C-HDL desde la infancia es importantes,
pues ademas de ser un factor de riesgo, se ha comprobado que se conservan hasta
la edad adulta (Bao, Srinivasan et al. 1997), asociandose a problemas
ateroscleroticos, e incluso se ha demostrado que desde la infancia es posible
observar placas ateromatosas, que pueden desencadenas en problemas graves de

enfermedades cardiovasculares a edad temprana (Stary 1989; Fisher, Van Horn et
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al. 1997; McGill, McMahan et al. 1997). La variante R230C es la primera variante
asociada a niveles plasmaticos de C-HDL en poblacién mexicana desde edades

tempranas.

Las particulas HDL son heterogéneas y pueden dividirse de acuerdo a su estructura
y funcion, clasificandolas en distintas subpoblaciones que varian de acuerdo al
tamafo, forma, densidad, cambios en la superficie y composicion (Blanche, Gong et
al. 1981). Debido a la marcada asociacién de la variante R230C con los niveles de
C-HDL, evaluamos el efecto de la variante en la distribuciéon de las subfracciones de
las HDL en una subpoblacion de la poblacion pediatrica. Encontramos que la variante
R230C disminuye el tamafio de particula de las HDL y afecta la distribucion de las
subfracciones de las HDL, ya que la subfracciones grande se ven disminuidas y por
contrario las subfracciones pequefas se ven aumentadas. Este comportamiento en
la distribucion de las subfracciones de HDL ha sido observada en pacientes con
Tangier y en portadores de mutaciones de manera heterocigota de Tangier
(Brousseau, Eberhart et al. 2000; Asztalos, Brousseau et al. 2001; Kuivenhoven,
Hovingh et al. 2003). Aun no es claro el mecanismo por el cual la distribucién de las
subfracciones es distinta, pero es sabido que existen distintos factores plasmaticos
gue pueden alterar el tamafio, la forma, la carga de la superficie y la compaosicion
de las lipoproteinas, remodelando las HDL. Entre estos factores se encuentran
distintas enzimas como: LCAT, CETP, PLTP, HL, EL, etc. (Rye, Bursill et al. 2009).
Es sabido que la esterificacion del C-HDL por LCAT genera mas particulas HDL
maduras incluyendo las particulas pequefias y densas HDL3 asi como las particulas
grandes y esféricas HDL, (Barter 2002). Se ha observado una disminucion de la
actividad de LCAT en individuos con mutaciones de manera heterocigota de ABCAL,
ademas de una disminucién en el tamafio de particulas HDL (Kuivenhoven, Hovingh
et al. 2003). Aun cuando no fue posible medir las concentraciones plasmaticas de
esta enzima en nuestra poblacidén, es posible sugerir que una disminucién en la
actividad LCAT podria explicar el efecto observado en los portadores de la variante

R230C sobre la distribucién de las HDL poblacién pediatrica mexicana.
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Por otro lado, este mismo patrén de niveles plasmaticos bajos de C-HDL y de la
distribucion de las subfracciones de mayor proporcion de HDL, y menor proporcion
gue HDL3, observado en los portadores de la variante R230C, se ha reportado en
individuos obesos (Laakso and Pyorala 1990) y con resistencia a la insulina (Tilly-
Kiesi, Knudsen et al. 1996). Recientemente también se reporté el mismo patron en
poblacion infantii mexicana obesa con resistencia a la insulina o DT2 (Perez-
Mendez, Torres-Tamayo et al. 2007). Estos datos son relevantes especialmente por
tratarse de poblacion pediatrica, en la cual es posible implementar medidas
preventivas que ayuden a disminuir el riesgo a padecer enfermedades metabdlicas,
las cuales son cada vez son mas frecuentes en la poblacion mexicana, ya que
como hemos reportado la variante R230C esta asociada en esta poblacidn
pediatrica a distintos rasgos metabdlicos de riesgo como son: niveles bajos de C-
HDL, mayor IMC, mayor proporcion de grasa corporal y mayor z-score en la
poblacién pediatrica, al igual que en la poblacion adulta, ademas esta variante ha
sido asociada a DT2, por lo que seria importante mantener un estudio prospectivo

de esta poblacion.

Estos resultados se publicaron en la revista Clinica Chimica Acta (Flores-Dorantes,

Arellano-Campos et al. 2010)
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10. Efecto de la variante R230C en poblacion indigena

10.4 Sujetos

La captacion de muestras se realizdé de acuerdo a lo sefialado en el inciso 8.1. El
estudio incluyd 4405 individuos adultos, pertenecientes a 36 grupos indigenas
americanos distintos y 863 europeos y asiaticos. Tanto los indigenas mexicanos
como los indigenas sudamericanos tenian al menos dos generaciones nacidas en la
misma comunidad y hablaban su propio lenguaje. Se conté con el apoyo de
traductores en los casos necesarios y se cumplio con lo establecido en la
declaracion de Helsinki.

10.4.1 Mediciones antropométricas y bioquimicas

Las mediciones bioquimicas de todas las muestras fueron de las muestras de los
1050 indigenas mexicanos Yy Kitchwas (de Ecuador) se realizaron como se indica en
el inciso 8.1. Los parametros bioquimicos de los indigenas Parkatajés fueron
previamente descritos (Vieira-Filho, Reis et al. 2004). En el caso de las poblaciones
indigenas americanas, se obtuvieron datos antropomeétricos de 2563 Pimas, 1016
indigenas mexicanos y 157 indigenas sudamericanos. La poblacion Pima fue
incluida previamente en un estudio longitudinal de la etiologia de DT2 en la

comunidad Gila River Indian en el centro de Arizona (Knowler, Bennett et al. 1978).

10.4.2 Genotipificacion de SNPs.
La extraccion de ADN y la genotipificacion del SNP rs9282541 (R230C) vy de los

SNPs que se muestran en la tabla 15 se realizaron como se indica en el inciso 8.2.2.
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Tabla 15. SNPs analizados para el estudio de R230C y estudios de seleccion
positiva en poblacion indigena.

Analisis PObIa,C lon o SNP Cromosoma Posicion
analisis
P rs9282541

Efecto R230C Indigena (R230C) 9 106660656
rs2900366 9 106226621
rs7030820 9 106307125
rs4742917 9 106474224
rs4149338 9 106585724
rs3818689 9 106624837
rs2066714 9 106626574
rs2487037 9 106657158
rs2487039 9 106657254
rs2472384 9 106658502
rs2253304 9 106658884
rs2253182 9 106659945

Andlisis de Seleccion Indigena y rs2253175 9 106660120

Positiva mestizos rs2253174 9 106660153

(REHH, EHH) rs2253172 9 106660208
rs9282541
(R230C) 9 106660656
rs2230806 9 106660688
rs2472433 9 106663147
rs2230805 9 106663850
rs2249891 9 106664063
rs4149281 9 106666210
rs2575875 9 106702315
rs1800977 9 106730271
rs2937359 9 106879662
rs384924 9 107025913

10.4.3 Poblacién para secuenciacion

Se secuenciaron 6 muestras de adultos, 2 para cada uno de los genotipos de la
variante R230C, es decir; 2 muestras homocigotas comunes R230R, 2 muestras

heterocigotas R230C y dos muestras homocigotas poco frecuentes C230C.

10.4.4 Secuenciacion del gen ABCA1

Se extrajo ADN gendmico de leucocitos de sangre periférica mediante la técnica de
fenol-cloroformo. Se amplificaron los 50 exones y 1 Kb de la regién del promotor
proximal del gen ABCAL. Se utilizaron los disefios de oligonucleétidos previamente
reportados (Wang, Burnett et al. 2000), con las condiciones que se muestran en la
tabla 16. Para los exones 5, 6, 8, 31, 24, 36 y 40 se utilizé una Tm de 58 °C. Los
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amplificados fueron purificados con ExoSAP-It (USB, USA) incubando a 37 °C por
15 min, quitando los remanentes de la reaccion y posteriormente se incub6 a 80 °C
por 15 min inactivando el exceso de ExoSAP-It. Una vez purificados, los amplicones
se secuenciaron usando el kit de ABI PRISM Big Dye Terminators version 3.1 en un
ABI 7000 bajo las condiciones que sugiere el proveedor (Applied Biosystem, Foster
City, Ca, USA). La localizacion de posibles cambios en las secuencias se hizo con
ayuda del programa Phred-Prap (version 0.020425.c).

Tabla 16. Condiciones de reaccion para los amplificados de los 50 exones del gen
ABCAL.

Reactivo Volumen (pl)
Buffer de amplificacion 10x 2
dNTPs 25mM 0.20
CIMg, 50 mM 0.65
Oligonucleétidos 10uM 1.50
ADN (100 ng) 0.30
Platinum Pf x DNAPolymerasa 0.35
H-O 15.48
Temperatura (°C) Tiempo

92°C 4.30 min

94°C 30s

60°C 30s 37 Ciclos

72°C 30s

72°C 8 min

4°C o
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10.5 Generacion del constructo con la variante R230C y lineas celulares

10.5.1 Generacion del fragmento de DNA con el cambio R230C

Inicialmente se realizaron dos reacciones de PCR por separado para generar el
fragmento de amplificado que contendria la variante R230C a partir del vector de
ABCA1 previamente utilizado (Singaraja, Visscher et al. 2006), con las condiciones
gue se sefialan en la tabla 4. Se utilizaron los siguientes pares de oligonucleoétidos:
Blp-F 5'CAGCTGAGGTTGCTGCTGZ; R230C-R 3'CATGT-
TGGAACAAAGTACTCGCTCS5” y R230C-F 5 GAGCGAGTACTTTGTTCCAA-
CATG3’; Xho-R3’ACCACATCC'TGCAAGTAGGCG 5°. Una vez amplificados los
fragmentos mediante reacciones de PCR vy purificados (Kit Qiagen Inc., Chatsworth,
CA, U.S.A), se realizé una amplificacion mas bajo las mismas condiciones con 1 pl
de cada uno de los purificados y los siguientes  oligonucleotidos: Blp-F
5'CAGCTGAGG-TTGCTGCTG y Xho-R 3’ACCACATCC'TGCAAGTAGGCG 5.
Posteriormente 40 pl del amplificado purificado se sometido a digestion al igual que
40 yl del vector de ABCAL1 en tubos separados con 2.5 pyl de las enzimas de
restriccion Blpl y Xhol (New England BioLabs, Ipswich, MA), 0.6 ul de BSA 'y 5 ul de
buffer NEB 4 (New England BioLabs, Ipswich, MA) a 37 °C por 1.5 h (estas enzimas
cortaron el fragmento que contiene R230R y R230C) y se purificaron las reacciones

por separado (Figura 16).
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Tabla 17. Condiciones de reaccion para PCR para generacion del fragmento con
R230C.

Primer reaccién de PCR

Reactivo Volumen (pl)
Buffer de amplificacion 10x 5
dNTPs 10mM 15
MgSO,50 mM 1
Oligonucleétidos 10uM 15
Templado ADN (10-200 ng) 2
Platinum Pf x DNAPolymerasa 0.5
H-O 37

Segunda reaccion de PCR

Buffer de amplificacion 10x 5
dNTPs 10mM 15
MgS0O,410 mM 1
Oligonucleétido 10uM 15
Amplificados c/u 1
Polimerasa Platinum 0.5
H.O 38.5

Temperatura (°C) Tiempo

94°C 2 min

94°C 15s

62°C 30s 35 Ciclos
68°C 1 min

68°C 7 min

4°C o
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Blp- F
5" CAGCTGAGGTTGCTGCTG 3°

R230C-R
3'CATGTTGGAACAAAGTACTCGCTC 5°

682 pb

R230C-F
5'GAGCGAGTACTTTGTTCCAACATG

Xho - R
3’ACCACATCC'TGCAAGTAGGCG 5°

Templado de ABCA1
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3" ...CGANT CG...5"

A

Figura 16. Representacion de la generacion del fragmento con la variante R230C.

10.5.1.1 Generacion del plasmido con R230C

Una vez obtenido el vector sin el fragmento que correspondia a R230R vy el
fragmento de R230C (inserto), se incubaron con 2 pl de la enzima ligasa T4 a 37
°C por media hora (ligacion). Posteriormente, se tomo 1lul de esta reaccién y se
siguid el protocolo para la transformacion de células MAX Efficiency® DH5AIpha™
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), incubando toda la noche. (Figura 17). Al dia
siguiente con un hisopo se tomaron las colonias de E. coli y se colocaron en tubos
con 5 ml de medio LBT (con 5 ul de ampicilina 100 pug/ml) y se incubaron a 37 °C
con agitacién de 225 rpm toda la noche (Transformacién). Posterior a las 24 horas
se extrajo el plasmido con ayuda del Kit Minipret de Qiagen (Qiagen Inc.,
Chatsworth, CA, U.S.A.), de acuerdo a las indicaciones del proveedor y se midi6 la

concentracion del plasmido en un NanoDrop (Thermo Scientific) (Figura 18).
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Posteriormente se secuenci6 el plasmido para comprobar la presencia del cambio y

ausencia de otras variantes 0 mutaciones,

de acuerdo a las condiciones

previamente reportadas (Clee, Kastelein et al. 2000).

Cortar con

Vector con Bipl y Xhol Fragmento de
ABCA1 / \ ABCA1

™ T4 Ligasa V4 \

C 3rC__—=¥ . " R230C
Y Ligacion
ABCA1 con
R230C

bHsa  Transformacion

R230C
Extraccion Miniprep Qiagen

Figura 17. Generacion del plasmido con la variante R230C.

Obtencion de células transfectadas

Una vez comprobado mediante secuenciacion el cambio R230C en el plasmido, se

procedid hacer la transfeccion en células Flp In 293 (HEK293) (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA). Cuando la afluencia celular de las células Flp In 293 fue del 40-50 % se

procedid hacer la transfeccion. Al mismo tiempo se transfectaron células con los
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vectores: silvestre (R230R), R230C y T1091M (mutacion de Tangier). Por separado,
en tres tubos Falcon de 50 ml se colocaron 750 ul de DMEM (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) mas 60 ul de Fugene (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), el cual fue
agregado lentamente, cuidando no tocar las paredes del tubo. Estos tubos se
dejaron reposar a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, se
agregaron 20 ul de pOG44 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 3.5 ug del pladsmido
en el caso de las mutantes y O ug para el wild type. Se agitaron ligeramente los
tubos y se dejaron reposar nuevamente por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se les agregaron 8 mL de DMEM completo (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) vy se vertio el contenido sobre las células Flp In 293, incubando toda la
noche a 37 °C. Al dia siguiente las células se lavaron con DMEM completo y se
incubaron nuevamente a 37 °C toda la noche. A las 24 h (48 h) se desprendieron las
células con tripsina (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se dividio el contenido celular
en 4 cajas petri y se dejaron incubando de 3 h a 37 °C. Posteriormente, se les
agregaron 10 ml de DMEM completo con higromicina (75 pg/ml) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), medio con el que se conservaron hasta la afluencia adecuada

para hacer los experimentos in vitro (Figura 18).
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WT, R230C y T1091M
750 |.|L DMEM
60 pL Fugene
\r 10 min.
Células
Flp In 293 20 pL pOG44
(HEK2933) pDNA ‘R2s0c
l 1hTA
50 - 60 %
‘ 8 ml DMEM
“ﬁ"{%‘l‘;‘ completo
l 24 h 37°C lavar con DMEM
a5 st AT s 48 h dividir las
g &= & &= células en 25 %
2-3 h DMEM con higromicina

Figura 18. Procedimiento para la transfeccion de las células HEK293 con el

constructo de la variante R230C.

10.5.2 Eflujo de colesterol

A las células Flp In 293 transfectadas se les agregé 1 uCi de [*H]-colesterol
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckingham, UK) y se dejaron incubando a
37°C por 24 horas. Al dia siguiente, el medio fue removido y remplazado con DMEM
libre de suero fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), el cual contenia 5 mg/dl
de albumina de suero bovino deslipidado (Sigma, St Louis, Mo, USA). Después de
una hora de incubacién se agregaron 20 ug/ml de ApoAl humana, y se dejo
incubando nuevamente a 37°C por 4 h. Posteriormente, el medio fue colectado y las
células fueron lisadas con NaOH 0.1 % SDS. (Figura 19). La radioactividad se
cuantific6 en un contador de centelleo (Packard Tricarb 2700TR). El eflujo de

colesterol es expresado como porcentaje de conteo en medio total (medio +
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células). Este ensayo se realizd en las tres lineas celulares wild type, R230C y
T1091M por triplicado.

Células
HEK 293

H3-Colesterol

HDL

Figura 19. Eflujo de colesterol, formacién de las particulas HDL por estimulo con
ApoALl.

10.5.3 Eflujo de fosfolipidos

Una vez que las lineas celulares Flp In 293 transfectadas alcanzaron la afluencia
adecuada, se agregé 1 uCi de [*H]-colina (Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Buckingham, UK) a las células Flp In 293, dejando incubando por 24 horas a 37°C. Al
dia siguiente, el medio se removié y remplazé con medio de cultivo libre de suero
fetal bovino, el cual contenia 5 mg/dL de albumina de suero bovino deslipidado
(Sigma, St Louis, Mo, USA). Después de una hora de incubacion se le agregaron 20
ug/ml de fosfolipidos/ApoAl humana y se dejo incubando a 37°C por 4 horas. Se
colecté la [*H]-colina/fosfolipidos/ApoAl del medio por inmunoprecipitacién con

anticuerpos ApoAl, posteriormente fueron digeridos para ensayos de proteinas. Los
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datos fueron expresados como el porcentaje de ApoAl dependiente del eflujo de
fosfolipidos inducido, entre el eflujo de la linea celular wild type de ABCAL. La
radioactividad se cuantificdé por contadores de centelleo (Packard Tricarb 2700TR).
El eflujp de fosfolipidos es expresado como el conteo de [*H]
colina/fosfolipidos/ApoAl por inmunocoleccion, normalizado por las proteinas
celulares. Los datos fueron expresados como el porcentaje de ApoAl dependiente
del eflujo de fosfolipidos inducido entre el eflujo de la linea celular wild type de
ABCAL.

10.5.4 Expresion de ABCA1

La linea celular wild type y las lineas celulares con las variantes (R230C y T1091M),
fueron tratadas por separado, se lavaron con 10 ml de PBS (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) y se desprendieron de las cajas petri con tripsina (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) al 10 %. La solucién se coloco en un tubo falcon y se centrifugé a 4 °C
a una velocidad menor de 1000 rpm. Se le retir6 el PBS del concentrado celular y
se conservo en hielo (aprox. 4°C), hasta que se lisaron las células con 500 ul de
buffer de lisis e inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
se homogenizo y se dejo en hielo por 10 min. Se transfirieron las muestras a tubos
de 1.5 ml y se centrifugaron a 4 °C a velocidad maxima por 5 min, se transfirio el
sobrenadante en un nuevo tubo de 1.5 ml y se midié la concentracién de las
proteinas de acuerdo al protocolo de BioRad DC Assay (BioRad Laboratories,
Marnes-La-Coquette, France). Las muestras se incubaron a 100 °C por 10 min. y
se centrifugaron, se colocaron en los carriles del gel y se utlizaron 20 pul de
marcador de peso molecular (BioRad Precision Plus Protein Kaleidoscope), se corrio
el gel de acrilamida a 120 V por 1.5 h y se siguio el procedimiento para inmunoblots
utilizando anticuerpos anti-ABCA1 (Chemicon, Temecula, CA, USA) y anti-

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Chemicon, Temecula, CA, USA).

10.5.5 Analisis estadistico

Se utilizé el mismo analisis que para la poblacién infantil, inciso 9.1.6
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10.5.5.1 Eflujo de colesterol y fosfolipidos

Se utilizé un andlisis de ANOVA para determinar la significancia, y un analisis de

Newman-Keuls, usando el programa GraphPad Prims 4 (San Diego, CA, USA).

10.5.5.2 Genética de poblaciones

Las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio de Hardy-Weimberg, fueron
calculados mediante una AMOVA usando el programa Arlequin 3.11 (Excoffier,
Laval et al. 2005). El analisis de haplotipos de mexicanos mestizos e indigenas
americanos se hizo con un analisis de Network usando una unién-mediana vy el

método de parsimonia maxima (Network 5.510 software)(Bandelt, Forster et al. 1999)

10.5.5.3 Pruebas para evaluar seleccion positiva.

Se uso un analisis de haplotipo de rango amplio (LRH) para evaluar la disminucion
de desequilibrio de ligamiento (DL) (Sweep software) (Sabeti, Reich et al. 2002). Se
utilizaron 20 SNPs en muestras de trios de indigenas americanos y mestizos para
abarcar una region de 800 Kb que flanquearon a R230C (Tabla 3). El DL decayo
cuando se compararon los datos generados por el LRH, quedando sélo 24 Mb del

genoma para la poblacién indigena americana.

10.6 Resultados

10.6.1 Secuenciacion
La secuenciacion de los 50 exones y de 1 Kb de la region promotora del gen ABCA1
de 6 muestras, dos para cada genotipo, (2 R230R, 2R230C y 2 de C230C) no

mostraron variantes o SNP que presentaran DL con la variante R230C.
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10.6.2 Estudios Funcionales

10.6.2.1 Eflujo de Colesterol

La linea celular de HEK 293 transfectada con la variante R230C present6 una
disminucion del 27 % en el eflujo de colesterol al compararla con la wild type. Se
tom6 como linea celular control una linea celular con una mutacién de la
enfermedad de Tangier M1091T. EIl comportamiento de M1091T fue el mismo al
previamente reportado (Howard, Davis et al. 1983). El analisis se realizd por
triplicado y la diferencia fue significativa (P< 0.01) (Figura 20).
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Figura 20. R230C disminuye el eflujo de colesterol en un 27 %.

10.6.3 Eflujo de Fosfolipidos

La linea celular HEK 293 transfectada con la variante R230C no presentd diferencia
del eflujo de fosfolipidos al compararla vs. la wild type. Por el contrario, fue evidente
el efecto en la disminucion del eflujo de fosfolipidos en la mutante M1091T, ya que
mostré el mismo comportamiento (Howard, Davis et al. 1983). El andlisis se realizé

por triplicado (Figura 21).
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Figura 21. La variante R230C no disminuye el eflujo de Fosfolipidos.

10.6.3.1 Expresion de la proteina ABCA1

Se realizé el inmunoblot para observar la expresion de la proteina ABCAl. Se
encontré que variante R230C no disminuye la expresion de la proteina, al comparar
con la wild type y la mutante M1091T. Se utiliz6 como proteina constitutiva la
proteina GDPH (Figura 22).

ABCA1—> wenm Sesm sweed

GAPDH | — —— A

WT R230C M1091T
Figura 22. La variante R230C no afecta la expresion de la proteina ABCAL
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10.6.4 Asociacioén de la variante R230C con los niveles de C-HDL y otros rasgos
metabdlicos.

Uno de los efectos mas relevantes que presentd la variante R230C en la poblacion
indigena, fue la disminucion en los niveles plasmaticos de C-HDL, lo cual coincide
con efecto previamente observado tanto en este trabajo, como en nuestro trabajo
previo (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007) (Tabla 18). En todas las
poblaciones indigenas el efecto de la variante R230C es el mismo, los portadores de
la variante presentan menor concentracion plasmética de C-HDL y la significancia
varia de acuerdo al tamafio de muestra de las poblaciones. Es evidente el efecto de
dosis con respecto a las copias del alelo poco frecuente. Debido a que el
comportamiento es las distintas poblaciones indigenas mexicanas era el mismo, se
realizo un analisis combinado abarcando todas las poblaciones indigenas
mexicanas, el cual mostré un valor altamente significativo (P = 5.3 x 10®). Al hacer el
analisis con todas las poblaciones americanas, el efecto fue aun mas evidente ya
que el valor de significancia aument6 (P =1.77 x 10™). Los resultados obtenidos

fueron ajustados por edad, género, IMC y estatus de diabetes.
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Tabla 18. Efecto de la variante R230C en los niveles plasmaticos de C-HDL en la

poblacion indigena.

Poblaciones

Norte América
USA
Pimas (2563)

México
Teeneks (67)
Coras (123)
Purépechas
(15)

Mazahuas (83)
Nahuas (267)
Totonacas (113)
Zapotecos (106)
Mayas (110)
Anidlisis
combinado
(884)
Sudamérica
Kichwas (79)
Parkatejé (78)

Genotipo
R230R R230C C230C
46.2 (13.3) 42.6 (12.3) 37.0 (11.5)
40.2 (10.9) 35.3(8.3) 27.5 (2.1)
39.4 (9.8) 33.9(9.1) 30.1 (2.6)
45.9 (12.1) 38.8 (8.6)
40.7 (10.6) 35.9 (8.2)
43.1 (15.4) 37.9(9.9) 37.4 (5.1)
41.9 (9.4) 39.7 (11.0) 33.7 (9.6)
42.3 (13.5) 37.6 (9.1) 26.0
50.2 (11.2) 45.5 (9.8) 39.7 (2.5)
42.9 (12.8) 38.3(10.1) 33.4 (5.9)
44.1 (13.5) 41.6 (9.8) 23.0
39.4 (7.8) 38.7 (8.5) 29.0

6.4 x 107

0.057
0.021

0.603

0.281
0.014
0.180
0.038
0.023

75x10°%

0.153
0.270

Los datos presentados son medias (desviacion estandar). La regresion lineal se realizd ajustando por

edad, género, IMC y estatus de diabetes.
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De igual manera que en la poblacion infantil, en la poblacion indigena la variante
R230C esta asociada a menores concentracion plasmaticas de colesterol total. En
los portadores de la variante las concentraciones plasmaticas de colesterol total
disminuyeron (Tabla 19). El comportamiento fue el mismo en todas las poblaciones,
siendo mas evidente en la poblacién Pima (P = 1.8x10™), lo cual podria explicarse
posiblemente debido al tamafio de muestra. En las poblaciones indigenas
mexicanas, solo en la poblacion Totonaca y Maya fue significativa la diferencia (P =
0.042 y 0.004, respectivamente). De igual manera el andlisis combinado de la
poblacion indigena mexicana mostré un resultado significativo (P = 0.027). Y por
ultimo el andlisis considerando todas las poblaciones indigenas mostré mayor

significancia (7.15 x 10 ).
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Tabla 19. Efecto de la variante R230C en los niveles plasmaticos de colesterol total

en la poblacién indigena.

Poblaciones

Norte Ameérica
USA
Pimas (2563)

México
Teeneks (67)
Coras (123)
Purépechas
(15)

Mazahuas (83)
Nahuas (267)
Totonacas (113)
Zapotecos (106)
Mayas (110)
Analisis
combinado
(884)

Sudamérica
Kichwas (79)
Parkatejé (78)

Genotipo
R230R R230C C230C

178.8 (39.5) 166.1 (34.1) 146.4 (20.3)
167.4(42.2) 167.1 (32.3) 153.0 (26.9)
175.1 (34.2) 173.9(37.7)  173.0 (29.5)
171.2 (30.5) 155.5 (12.5)

166.2 (51.6)  152.7 (41.9)

185.0 (87.6) 173.3 (64.7) 164.1 (58.9)
184.6 (32.8) 183.0 (30.9) 144.0 (33.5)
203.9 (57.3) 204.8 (48.0) 206
205.8 (38.3) 189.6 (34.6) 157.0 (15.0)
184.7 (61.9) 179.9 (48.8) 165.1 (39.1)
149.8 (28.8) 151.3 (28.9) 139
160.4 (36.3) 166.8 (25.9) 172

1.8x1077

0.671
0.681
0.333

0.444
0.470
0.042
0.723
0.004

0.027

0.791
0.945

Los datos presentados son medias (desviacidn estandar). La regresion lineal se realizé ajustando por

edad, género, IMC y estatus de diabetes.

Por otro lado, el efecto de la variante R230C sobre el IMC en esta poblacién fue el

mismo que el observado en

la poblacion pediatrica y adulta (Villarreal-Molina,
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Aguilar-Salinas et al. 2007). Los portadores de la variante R230C tienen un mayor

IMC (Tabla 20).

Tabla 20. Efecto de la variante R230C en el IMC en la poblacion indigena.

Poblaciones

Norte América
USA
Pimas(2563)

México
Yaquis (45)
Teeneks (67)
Coras (123)

Purépechas (15)

Mazahuas (83)
Nahuas (267)

Totonacas (113)
Zapotecos (106)

Mayas (110)

Analisis

Combinado (929)

Sudamérica
Kichwas (79)
Parkatejé (78)

Genotipo
R230R R230C Cc230C
35.5(8.4) 35.9 (8.8) 36.9 (7.7)
25.8 (4.9) 28.6 (4.4) 30.1 (2.9)
23.6 (3.9) 22.6 (2.6) 27.0 (0.1)
25.0 (4.8) 27.5 (5.0) 28.3 (5.8)
21.1 (2.0) 23.5(1.9)
275 (4.1) 27.6 (3.8)
26.3 (4.1) 25.8 (4.3) 26.9 (3.2)
26.5 (4.2) 28.5 (5.3) 28.6 (0.4)
26.6 (4.8) 27.2 (4.4) 294
29.8 (4.9) 29.2 (2.4) 29.2 (8.2)
26.3 (4.4) 26.8 (4.3) 27.8 (4.4)
24.2 (3.2) 25.1 (2.7) 30.6
25.8 (2.6) 29.4 (3.6) 315

0.586

0.012
0.978
0.006
0.097
0.758
0.615
0.085
0.605
0.554

0.012

0.050
0.0003

Los datos presentados son medias (desviacidn estandar). La regresion lineal se realizé ajustando por

edad, género y estatus de diabetes.
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En la asociacion con el IMC, en la poblacién Pima no fue tan evidente este efecto a
pesar de ser una muestra de tamafo considerable, por lo contrario fue evidente en
muestras mas pequefias como la poblacion Yaqui y Cora, donde la diferencia fue
significativa (0.012 y 0.006, respectivamente). Nuevamente debido a que en todos
los grupos indigenas el efecto de la variante R230C fue el mismo sobre el IMC,
hicimos un estudio combinado para los grupos indigenas mexicanos, observando
una diferencia significativa (P = 0.012). Al combinar todos los grupos americanos la
significancia fue mayor (P = 0.0001)

10.6.4.1 Distribucién geografica de la variante R230C

La distribucion geografica del alelo menos frecuente (“C”) de la variante R230C se
muestra en la Figura 23. El alelo menos frecuente o alelo “C” se encontré en la
mayoria de las poblaciones indigenas analizadas, su frecuencia varia del 0 al 31 %.
Este alelo no se encontr6 en los 863 europeos analizados (Espafioles y
Neerlandeses), ni tampoco en los grupos asiatico que se analizaron (Chinos Han,
Manchu, Mongoles, Siberianos y Esquimales). De igual manera, no ha sido
reportada en otras poblaciones (Frikke-Schmidt, Nordestgaard et al. 2004; Kooner,
Chambers et al. 2008; Hu, Zhong et al. 2009). En este estudio mostramos que la
distribucion geografica del alelo “C” es mayor en la zona localizada entre el tropico
de cancer y el tropico de capricornio, y se ve disminuida en las altas latitudes,

mostrando una correlacién significativa (r* = 0.328; P = 0.02).

En la figura 23 se representa mediante circulos la frecuencia de los genotipos de la
variante R230C. El segmento gris obscuro corresponde a la frecuencia de la variante
R230C. Los datos mostrados en esta imagen corresponden a los datos obtenidos en
el presente trabajo, ademas de informacién previamente reportada (Wang, Burnett et
al. 2000; Frikke-Schmidt, Nordestgaard et al. 2004; Kooner, Chambers et al. 2008;
Hu, Zhong et al. 2009)
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Figura 23. Distribucidén geogréfica del alelo menos frecuente de la variante R230C.
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10.6.4.2 El alelo C de la variante R230C se encuentra en un solo haplotipo

Se hizo una reconstruccién filogenética, con el analisis de 15 SNPs (Tabla 15) para
inferir la relacién evolutiva de la variante R230C. Estos SNPs abarcaron un bloque de
50 Kb y fueron genotipificados en 20 muestras de indigenas americanos y 25 trios de
mexicanos mestizos. También se tomaron datos del HapMap para otras poblaciones
y se estudiaron 58 haplotipos. Se identificaron siete haplotipos en indigenas
americanos Yy sOlo se encontr6 un blogue genético que contiene al alelo “C”
(haplotipo 32), tanto en mexicanos mestizos como en indigenas americanos. El
analisis de Maxima Parsimonia mostrado en la figura 24 muestra la reconstruccion
filogenética de dos linajes mayores (Haplogrupo Ay B) definidos por el polimorfismo
no sinénimo R219K del gen ABCAL. El alelo “C” de la variante R230C se encontro en

el haplogrupo B caracterizado por el alelo ancestral 219R.

En la figura 24 se representan mediante circulos cada uno de los haplotipos
formados, y el tamafio del mismo representa la frecuencia de cada uno de los
haplotipos. Cada color representa a una poblacion como se especifica en la misma
figura. La variante R230C mostro ser exclusiva de la poblacion indigena y mexicana

mestiza.
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Figura 24. Pruebas de Maxima Parsimonia para la variante R230C del gen ABCAL.

10.6.4.3 Pruebas de seleccidén positiva para la variante R230C

Por ultimo se realizaron distintas pruebas que evidencian la seleccion positiva de la
variante R230C. Inicialmente la prueba de haplotipos de largo alcance (LRH) mostré
DL que se extiende en un rango mas amplio para el alelo C que en los
cromosomas que no tenian el alelo C [homocigocidad haplotipica relativa extendida
(REEH = 9.8 y 5.9 de 365 a -434 Kb del nucleo respectivamente)] (Figura 25). El
valor continué siendo significativo comparado con el valor de REHH en otras partes
de otras regiones genotipificadas en un grupo similar de poblacion indigena

americana (P = 0,036 con un core de 300 Kb y P = 0,021 en un marcador de H de
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0.04). Los valores de REHH fueron significativos para la poblacién Kitchwa (P =
0.018 con una distancia de 300 Kb y P = 0.007 en un marcador de H de 0.04) y
Nahua (P = 0.043 con una distancia de 300 Kb y P = 0.021 de un marcador de H
de 0.04). Solo se encontraron dos haplotipos mas que dieron significancia en rio
arriba del gen ABCAL.

Las imagenes de la figura 25 muestran en la linea mas clara al cromosoma portador
de la variante R230C, mientras que la linea obscura representa al cromosoma sin el
cambio, es decir R230R, tanto para EHH como para REHH.

Figura 25. Pruebas de EHH y REHH para la variante R230C del gen ABCAl
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10.7 Discusion

El efecto de la variante R230C sobre los niveles plasméticos de C-HDL en las
distintas poblaciones indigenas americanas que se analizaron, fue el mismo que en
los escenarios anteriores, pues los portadores de la variante mostraron menor
concentracion plasmatica de C-HDL. Con esto mostramos que R230C es una
variante funcional que influye en la modulacién de los niveles plasméaticos de C-HDL
tanto en la poblacion indigena como en las poblaciones derivadas de esta. Esto
podria explicar que la prevalencia de niveles bajos de C-HDL varia geogréaficamente,
siendo alta particularmente en paises latinoamericanos, donde la prevalencia es
mayor al 46 % en hombres (2001). En México la Hipoalfalipoproteinemia es una de
las principales dislipidemias en poblacion adulta (Aguilar-Salinas, Olaiz et al. 2001).
Este fenotipo y otros rasgos metabdlicos los cuales son frecuentes en la poblacidon
latina han sido atribuidos al factor genético, ya que se ha sugerido son consecuencia
de la carga genética amerindia (Lorenzo, Serrano-Rios et al. 2001). Estudios previos
han mostrado que la poblacidon indigena americana tiene una menor concentracion
plasmatica de C-HDL (Howard, Davis et al. 1983). Es en este trabajo donde
demostramos mediante un estudio a gran escala que incluyo distintos grupos étnicos
tanto de América como de otros continentes, que la variante R230C podria explicar
en parte esta caracteristica de niveles bajos de C-HDL y otros rasgos metabalicos,
ya que en esta poblacion también se observdo un aumento de el IMC en los

portadores del cambio.

En este estudio fue posible descartar el posible DL de la variante R230C, con otras
variantes del gen ABCAL localizadas en bloques distintos al que contiene R230C. La
secuenciacion de los 50 exones del gen ABCAly 1 Kb de la region promotora en
muestras especificas, no mostré aparentemente alguna variante que pudiera estar en
DL con la variante R230C. Esto nos permitio sugerir que la variante R230C era la
responsable de la asociacion. Posteriormente, en base a la relevancia clinica de la
variante R230C, que sugeria un efecto funcional aunado a los estudios in silicoy a
las caracteristicas fisicoquimicas del cambio, realizamos estudios funcionales in

vitro, mediante la clonacion de la variante en las lineas celulares HEK?293.

90



Efecto de R230C en distintos escenarios de la poblacion mexicana

Comprobamos que la variante R230C del gen ABCA1l disminuye el eflujo de
colesterol en un 27 %, por lo que esto podria provocar alteraciones en la
homeostasis de colesterol a nivel celular, desencadenar en lipotoxicidad por
acumulacién de colesterol. Si esto sucediera en células B-pancreéticas, podria ser la
causa de la inhibicion en la secrecion de insulina (Figura 26), lo cual podria explicar
la asociacion de la variante R230C con la DT2.

En nuestro estudio previo mostramos que la variante R230C fue mas frecuente en
algunas poblaciones indigenas que en los mestizos (Villarreal-Molina, Aguilar-
Salinas et al. 2007). Ademas esta variante fue originalmente reportada como una
mutacion del gen ABCAL en la poblacion indigena Canadiense llamada Qji Cree, en
una poblacion de individuos con hipoalfalipoproteinemia familiar (Wang, Burnett et
al. 2000). Estos resultados, aunados a los distintos estudios en poblaciones de otros
continentes que reportaron la ausencia de la variante R230C(Wang, Burnett et al.
2000; Frikke-Schmidt, Nordestgaard et al. 2004; Gonzalez-Jose, Bortolini et al. 2008;
Kooner, Chambers et al. 2008), sugerian que esta variante podria ser exclusiva de la
poblacién amerindia y poblaciones derivadas. Es por ello que nos dimos a la tarea de
evaluar la distribucion geografica de la variante R230C mediante este estudio de
poblaciones a gran escala, el cual incluyd no sélo poblaciones del continente
Americano, sino que también gracias a la colaboracion con distintos grupos de
investigacion fue posible la inclusion de distintas poblaciones de otros continentes.
Una de las poblaciones evaluadas fue la poblacién espafiola, ya que es sabido que
es una de las poblaciones que contribuyé en mayor proporciéon al mestizaje. Lo que
mostramos el presente estudio es que la variante R230C soOlo se encontré en las
poblaciones localizadas en el continente americano. Con lo cual es posible sugerir
gue la variante R230C es la primera variante funcional exclusiva de la poblacion
amerindia y poblaciones derivadas relacionada con los niveles plasmaticos de C-
HDL. Ademas la reconstruccioén filogenética obtenida por los datos de Network que
nos da el andlisis de parsimonia maxima mostré que la variante R230C se encontré

sé6lo en poblacion indigena y poblaciones derivadas.
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Por otro lado, los estudios de seleccion positiva (REHH y EHH) de la variante
R230C muestran que es una variante que se ha conservado por seleccion positiva,
sin embargo ha sido asociada a distintos rasgos metabdlicos de riesgo, por lo que la
pregunta que se formula, es ¢porque sSi es una variante de riesgo, se ha
conservado?. Una de las posibles respuestas podria apoyarse en la teoria del gen
ahorrador propuesta por Neel (Neel 1962), la cual propone que durante periodos de
hambruna en las poblaciones sucedieron cambios genéticos por adaptacion que le
permitieron conservar energia, para los periodos mas dificiles. Debemos recordar
gue la poblacién que coloniz6 América fue una poblacibn ndémada, por lo que esta
teoria podria explicar el cambio de R230C. Otra posible respuesta es que este
cambio pudo proteger contra enfermedades infecciosas, como se ha reportado para
otros cambios, en especial para la malaria (Sabeti 2008; Schaffner and Sabeti 2008).
Esto concuerda con la distribucion geografica de la variante R230C, que parece
desplegarse de norte a sur, indicando que posiblemente la estadia en el estrecho de
Bering de la poblacion que coloniz6 América fue suficiente para que sucedieran
cambios genéticos de adaptacion (Fagundes, Kanitz et al. 2008; Gonzalez-Jose,
Bortolini et al. 2008; Kitchen, Miyamoto et al. 2008), siendo R230C uno de ellos. La
distribucion de la variante es que es mas frecuente entre el tropico de Cancer y de
Capricornio, coincidiendo con zonas endémicas de enfermedades infecciosas, como
lo son la malaria, el dengue, la fiebre amarilla, etc.(Rogers and Randolph 2000). Por
lo que podriamos sugerir que la variante R230C podria proteger contra este tipo de
enfermedades. Lo cual coincide con los estudios que ubican al colesterol como parte
importante en la replicacion de algunos virus, como la malaria, dengue(Lee, Lin et al.
2008) y VIH (Manes, del Real et al. 2000). Ademas actualmente se sabe que el
transportador ABCAL tiene un papel importante en la distribuciéon de distintas
citocinas (MIF y Nef) esenciales para los procesos infecciosos virales (Assuncao-
Miranda, Amaral et al. 2010; Morrow, Grant et al. 2010).

Estos resultados fueron publicados en la revista Human Molecular Genetic (Acuna-

Alonzo, Flores-Dorantes et al. 2010).
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11. Conclusiones generales

La variante R230C mostr6 asociacion con la diabetes tipo 2 y especificamente a la
diabetes de inicio temprano. Este efecto fue independiente de la mezcla étnica que

caracteriza a la poblacién mestiza mexicana.

El efecto de la variante R230C sobre los niveles plasmaticos de C-HDL fue el mismo
en los distintos escenarios [poblacion pediatrica e indigena y previamente en
poblacion adulta (Villarreal-Molina, Aguilar-Salinas et al. 2007)].

La presencia de la variante R230C explica el 4 % de las variaciones de la
modulacion de los niveles plasméticos de HDL.

El efecto de la variante R230C sobre los niveles plasmaticos de C-HDL es el
mismo a edades tempranas, siendo independiente del tiempo de exposicion a
ambientes obesogénicos, ademas es independiente del género, ya que tanto en

niflos como en nifias se observo el mismo comportamiento

La variante R230C tiene un efecto sobre la distribucion de las subfracciones de las
HDL, y disminuye en el tamafio de la particula en los portadores del cambio R230C
[perfil reportado para nifios obesos con resistencia a la insulina o DT2 (Perez-
Mendez,O. et al 2007)]

El estudio en poblaciones indigenas americanas y de otros continentes, sugiere que
la variante R230C es la primera variante funcional reportada exclusiva de América. .

La variante R230C fue conservada por seleccion positiva.
De acuerdo a los estduios funcionales in vitro, la variante R230C es una variante

funcional, ya que su presencia disminuye el 27 % el eflujo de colesterol, sin afectar

la expresion de la proteina ABCAL.
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Por dltimo de manera general, concluimos que la variante R230C es una variante
funcional exclusiva de la poblacion amerindia y poblaciones derivadas que a nivel
epidemioldgico podria tener una gran contribucion, ya que esta asociada a distintos
rasgos metabdlicos, presentandose algunos de ellos desde la infancia, y son
independientes del tiempo de exposicion a ambientes obesogénicos y del género
(Figura 26).

Eflujo de
Colesterol

*Adultos
Pediatricos

*Menor Tamafio

® Distribucion de

Subpoblaciones
e ada

Figura 26. Efectos de la variante funcional R230C del gen ABCA1 en los distintos

escenarios de la poblacion mexicana.
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12. Expectativas

Los datos obtenidos en el presente trabajo nos permitieron entender mas acerca el
efecto de la variante R230C del gen ABCA1 sobre los niveles plasmaticos de C-HDL
en distintos escenarios. Gracias a estos resultados se sabe que la variante se
origino recientemente, que se ha conservado por seleccion positiva y que es
exclusiva de la poblacién amerindia y poblaciones derivadas de estas. También se
comprobd mediante estudios funcionales in vitro que la variante disminuye el eflujo
de colesterol, uno de los principales mecanismos de la proteina ABCAL. Estos datos
han dado pie a la generacion de mas preguntas, pues sera necesario evaluar el
efecto de la variante R230C en distintos tejidos celulares, mediante estudios tanto in
vitro como ex vivo. Una de las principales preguntas por resolver es la funcion que
presenta esta variante en las células § pancreaticas, para entender cual es el papel

funcional en el desarrollo de la DT2.

Otro tejido importante para evaluar es el adiposo, actualmente sabemos que R230C
esta asociada al IMC en poblacién pediatrica, indigena y adulta. En la poblacion
adulta también se asocié a la obesidad, por lo que seria interesante evaluar
mediante estudios funcionales cual es el papel que desempefa esta variante en los
adipocitos, y con ello saber si el eflujo de colesterol también se ve afectado,

pudiendo ser la posible explicacion de la asociacion con estos parametros.

Se ha sugerido que la alta frecuencia de higado graso en hispanos, podria deberse
a la herencia amerindia (Browning, Szczepaniak et al. 2004). La variante R230C que
es una variante relacionada con la modulacién de los niveles de C-HDL, podria jugar
un papel importante en el eflujo de colesterol en células del higado, como lo son los
hepatocitos, por lo que sera necesario evaluar el efecto de la variante en el desarrollo

del higado graso mediante estudios funcionales.

Por dltimo, se ha sugerido que la distribucién geografica de la variante corresponde
a las zonas endémicas de enfermedad infeccionas, como lo son: el dengue, la

malaria y la fiebre amarilla. Este tipo de enfermedades son causadas por virus. Se
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ha reportado que ABCA1 desempeia un rol importante en el desarrollo de distintas
infecciones virales, ya que los algunos virus como lo es el VIH utlizan este
transportador para el transporte de citocinas esenciales en la replicacion viral. Es por
ello, que sera necesario ampliar mediante estudios funcionales el efecto de la
variante R230C en el desarrollo de enfermedades infecciosas como el dengue y la
malaria, ya que se ha propuesto que es un genotipo que se conservo por seleccion
positiva, por lo que se sugiere los portadores de la variante podrian tener el beneficio
de resistencia a este tipo de enfermedades.
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13. Glosario

ANOVA. Analisis de la Varianza, es una coleccion de modelos estadisticos y
procedimientos asociados, en el cual la varianza esta particionada en ciertos

componentes debidos a diferentes variables explicativas

AMOVA. Analisis de Varianza Molecular, es un método para el estudio de
variaciones moleculares en especies. Se basa en un andlisis de permutacion que

involucra varias suposiciones acerca de las propiedades estadisticas de los datos.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO (DL). Es la propiedad de algunos genes de
segregar de manera conjunta, manteniendo una frecuencia de recombinacién menor
del 50 %.

DIABETES TIPO 2. es una enfermedad multifactorial, que se caracteriza por la
presencia de hiperglucemia en ayuno (concentraciones plasmaticas > a 126 mg/dL,

OMS), la cual es resultado del defecto en la secrecion y/o accion de la insulina.

ENFERMEDAD DE TANGIER. Enfermedad autosémica recesiva, caracterizada por
concentraciones muy bajas o la ausencia total de C-HDL en el plasma, que origina la
acumulacion de ésteres de colesterol en numerosos tejidos. La enfermedad parece
debida a un defecto genético autosomico que afecta el metabolismo de las HDL. Se
caracteriza por hipertrofia amigdalar, con coloracion anaranjada, esplenomegalia,
hepatomegalia, adenopatias, opacidades corneales, polineuritis y depdsito de

ésteres de colesterol en la mucosa intestinal.

ESCALA DE TANNER. Escala que permite evaluar los estadios del desarrollo fisico
en nifios, adolescentes y adultos. Los estadios definen las mediciones fisicas del
desarrollo de los caracteres primarios y secundarios, como lo son las mamas,

genitales y el vello pubico.
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GEN. Segmento de DNA relacionado con la produccién de cadenas de polipéptidos,
que incluye regiones que preceden y que anteceden a la region codificantes

(exones) y no codificantes (intrones).

HIPOALFALIPOPROTEINEMIA. Se define por la presencia de concentraciones
bajas de C_HDL (menores a 35 mg/dL)

HETEROCIGOTO. Cuando los alelos del gen son diferentes en cada cromosoma.

HOMOCIGOTO. Cuando los alelos del gen son idénticos en ambos cromosomas.

MUTACION. Describe un cambio en la secuencia del DNA genomico.

R230C. Cambio en de base del aminoacido arginina por una cisteina en la posicion

230 de la proteina.

SNP. Single Nucleotide Polymorphism, por sus siglas en inglés, Polimorfismo de un
solo nucledtido, es una variacion en la secuencia de ADN que afecta solo una base
de una secuencia del genoma. Estas variaciones deben suceder al menos en el 1 %

de la poblacién.
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14. Recursos de la web

Las URLs utilizadas fueron las siguientes:

NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusid=19

HapMap database, http://www.hapmap.org/

SNP500CANCER, http://snp500cancer.nci.nih.gov

HGDP-CEPH database, http://hgdp.uchicago.edu/cgi-bin/gbrowse/HGDP
Arlequin 3.11 software, http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/

Network 4.510 software, http://www.fluxus-engineering.com

Sweep software, http://www.broad.mit.edu/mpg/sweep/index.html
http://www.kbioscience.co.uk/reagents/KASP_manual.pdf
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OBJECTIVE—The ATP-binding cassette transporter Al
(ABCA1) R230C variant is associated with low HDL cholesterol
levels, obesity, and the metabolic syndrome in Mexican-Mestizos.
Because a pivotal role for ABCA1 in pancreatic B-cell function
was recently observed in the mouse model, we assessed the
association of this variant with type 2 diabetes in this population.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—The initial group
included 446 unrelated Mexican individuals: 244 with type 2
diabetes aged 20-69 years (121 with onset =45 years), and 202
nondiabetic control subjects aged >50 years. An independent
study group included 242 type 2 diabetic case subjects and 225
control subjects with similar characteristics.

RESULTS—R230C/C230C genotypes were significantly more
frequent in type 2 diabetic individuals (24.6%) than in control
subjects (11.4%) in the initial study group (OR 2.501; P = 0.001).
After stratifying by age at diagnosis, the association was signifi-
cant only in the early-onset group (age at diagnosis =45 years)
(OR 3.776, P = 3.3 X 10~ %). Both associations remained signifi-
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cant after adjusting for admixture (P = 0.0008 and P = 8.1 X
1079, respectively). Similar trends were observed in the indepen-
dent study group, and the combined analysis of both populations
showed a highly significant association of the R230C variant with
type 2 diabetes, particularly with that of early onset (P = 7.6 X
107 % and 9.4 X 10~8, respectively).

CONCLUSIONS—The R230C ABCAL variant is associated with
type 2 diabetes, particularly of early onset, in the Mexican-
Mestizo population. Diabetes 57:509-513, 2008

he identification of ATP-binding cassette trans-
porter Al (ABCA1l) as the defective gene in
Tangier disease has contributed substantially to
the understanding of its role as a key transporter
of cholesterol and phospholipids across cell membranes to
acceptor molecules such as apolipoprotein (Apo) A-I
(1-3). While the role of ABCAl in HDL formation is well
known, it may have multiple and diverse functions in other
tissues (4,5). ABCAL1 is expressed in pancreatic -cells and
is regulated by a transcriptional regulatory network in-
cluding several proteins and drugs involved in lipid and
glucose metabolism (6,7). Moreover, insulin downregu-
lates ABCA1 expression in vitro, while glucose upregu-
lates ABCA1 expression in leukocytes in vivo (8,9). Very
recently, mice with specific inactivation of ABCAIl in
B-cells showed accumulation of cellular cholesterol,
marked insulin secretion reduction in vivo, and progres-
sive glucose tolerance impairment, establishing a pivotal
role for ABCA1 in pancreatic B-cell function (10).
Although there is solid evidence of the role of ABCA1 in
glucose metabolism, the association of ABCA1 with type 2
diabetes in humans has not been thoroughly studied.
Daimon et al. (11) reported an ABCA1 diplotype associ-
ated with type 2 diabetes in the Japanese population,
suggesting this gene may have influence on the pathophys-
iology of type 2 diabetes independently of serum HDL
cholesterol levels. In a previous study, we found an
apparently functional ABCA1 variant significantly associ-
ated not only with low HDL cholesterol levels, but also
with obesity and the metabolic syndrome, that is appar-
ently exclusive to Amerindian and Amerindian-derived
populations such as Mexican-Mestizos. We also observed
an association of this variant with type 2 diabetes in a
reduced number of diabetic individuals recruited from
general population (12). Based on this evidence, we sought
to confirm and further investigate the role of the ABCA1
R230C variant in type 2 diabetes in this population.
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ABCA1 GENE VARIANT IS ASSOCIATED WITH EARLY-ONSET TYPE 2 DIABETES

TABLE 1
Clinical and biochemical parameters of the initial study group

Type 2 diabetic patients

Type 2
diabetic Nondiabetic
patients control subjects R230R R230C/C230C
n 244 202 184 60
Males (%) 31.6 30.2 29.9 36.7
Age (years) 53.9 £ 12.6 60.5 * 9.4% 54.6 = 12.4 51.7 = 13.1
Age at diagnosis (years) 45.8 = 10.7 — 47.0 = 10.9 42.6 +9.3%
BMI (kg/m?) 284 +4.8 274 * 437 28.3 + 4.8 28.9 £ 4.7
Fasting glucose (mmol/l) 9.8 +43 4.9 + 0.6* 9.8+ 43 9.8 +45
Fasting insulin (pmol/l) 71.1 = 54.6 51.2 *+ 40.6* 75.2 = 59.0 58.3 + 35.3%
A1C (%) (n = 141) 89+ 23 ND 8.7+ 22 9.9 + 2.5%
HOMA-IR 49 £5.1 1.9 = 1.5% 55 *=59 43 +29
HOMA-B 60.9 + 53.2 140.3 = 161.9* 62.3 + 53.9 57.1 +51.4
HDL cholesterol (mmol/) 1.1 £0.3 1.3 £ 0.4%* 1.1 0.3 1.0 £ 0.3
Apo A-I (mg/dl) 132.7 = 25.8 147.4 = 22.9*% 134 = 27.1 125 = 22.3
Treatment (%) —
Not treated 27 (15.3) 18 (13.4) 9 (20.9)
Diet plus exercise 8 (4.5) 7(5.2) 1(2.3)
OHA 124 (70.8) 95 (70.1) 29 (67.4)
OHA plus insulin 14 (8.2) 11 (8.2) 3(6.9)
Insulin 4(2.3) 3(2.2) 1(2.3)

Data are means * SD unless otherwise indicated. *P < 0.001, P < 0.05 comparing type 2 diabetic patients with nondiabetic subjects; P <
0.05, R230C/C230C vs. R230R, adjusted for age, sex, BMI, duration of diabetes, and treatment (patients with insulin treatment were excluded);
§P = 0.005, adjusted for sex and BMI. HOMA-IR and -3, homeostasis model assessment of insulin resistance and 3-cell function; OHA, oral

hypoglycemic agent.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Subjects. The initial study group included 244 unrelated Mexican-Mestizo
diabetic patients attending three different reference centers in Mexico City,
diagnosed between the ages 20 and 80 years. Type 2 diabetes was diagnosed
according to World Health Organization criteria (13). To reduce the probabil-
ity of including control individuals who may develop type 2 diabetes in later
life, a group of 202 unrelated nondiabetic subjects with no family history of
diabetes aged 50-80 years made up the control group: 68 control subjects
from a previous study (12), and 134 additional control subjects who met the
same criteria. Absence of diabetes was defined as no medical history of
diabetes and fasting glucose levels =5.5 mmol/l. Only individuals born in
Mexico whose parents and grandparents identified themselves as Mexican-
Mestizos were included.

The association test was replicated in an independent group of type 2
diabetic patients (n = 242) and control subjects (n = 225, aged 45-65 years)
recruited from the Siglo XXI Medical Center of the Mexican Institute of Social
Security (IMSS) in Mexico City, as described previously (14). The project was
approved by the Institutional Committee of Biomedical Research in Humans
of the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran
(INCMNSZ) and Ethics Committee of the Siglo XXI Medical Center. All
individuals gave written informed consent before their inclusion in the study.
Descriptive characteristics of the replication group are given in online
Appendix Table 1 (available online at http:/dx.doi.org/10.2337/db07-0484).
The biochemical measurements are described in supplementary information
that is also available online.

Single nucleotide polymorphisms genotyping. R230C and four additional
single nucleotide polymorphisms (SNPs) (rs3818689, rs2487037, rs2000069
and rs2230806) contained in three haplotype blocks within the ABCA1 gene
were genotyped using Tagman assays (ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System, Applied Biosystems). Genotyping call exceeded 95% per SNP, and no
discordant genotypes were observed in 36 duplicate samples. Deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium was not observed for any SNP. In addition, a
panel of 10 ancestry informative markers (AIMs) was used to evaluate
whether the association analysis was confounded by population stratification
(12) (see online supplementary information).

Statistical analyses. Student’s ¢ test was used to compare phenotypic
differences between case and control individuals. Although associations were
tested under dominant, recessive, or additive models, because the number of
C230C homozygotes was reduced, the dominant model (R230C/C230C vs.
R230R) was considered the most appropriate. Covariance analysis was used to
construct a model for quantitative traits where age, sex, and BMI were
included as covariates (when appropriate) and genotype was included as a
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fixed factor (GLM Univariate). Since fasting serum insulin/triglyceride levels
and HOMA indices were not normally distributed, they were log transformed
for analysis. Logistic regression analysis with adjustment for age, sex, and BMI
was used to test for associations between genotype and type 2 diabetes (SPSS
Version 10.0, Chicago, IL). The ADMIXMAP program (15) was used to test the
possible effect of population stratification on associations with type 2 diabetes
as previously described (12). Pairwise linkage disequilibrium between SNPs
was calculated by direct correlation (7°), and haplotypes were inferred for
each individual using Haploview (version 3.2) (16).

RESULTS

Table 1 compares anthropometric and biochemical mea-
surements in diabetic and control individuals of the initial
study group. Significantly lower fasting insulin and higher
A1C levels were observed in R230C/C230C than in R230R
diabetic subjects (P = 0.011 and 0.015, respectively; ad-
justed by age, sex, BMI, duration of diabetes, and treat-
ment); however, differences in insulin levels according to
genotype were not observed in nondiabetic subjects.

Overall, R230C/C230C genotypes were significantly
more frequent in type 2 diabetic individuals (24.6%) than in
control subjects (11.4%, OR 2.501, 95% CI 1.476-4.238, P =
0.001) (Table 2), even after adjusting for admixture (P =
0.0008). Interestingly, age at diagnosis was significantly
lower in R230C/C230C than in R230R diabetic individuals
(42.6 = 9.3 years vs. 47.0 = 10.9 years, respectively; P =
0.005, adjusted by sex and BMI) (Table 1). We then tested
the association of R230C with early-onset type 2 diabetes
(=45 years, n 121), based on the average age of
diagnosis of R230C/C230C individuals and on the previous
use of 45 years as the cutoff age in linkage and association
studies for type 2 diabetes (17,18). While the association of
R230C/C230C with late-onset type 2 diabetes (>45 years,
n = 123) was not significant (P = 0.149), its association
with early-onset type 2 diabetes was highly significant (OR
3.776, 95% CI 2.121-6.748, P = 3.3 X 107 ") even after
adjusting for admixture (8.1 X 10~%) (Table 2).
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TABLE 2

R230C genotype frequencies in type 2 diabetic patients and nondiabetic control subjects stratified according to age of onset of type

2 diabetes

Genotype [n (%)]

R230R R230C/C230C OR P* vs. nondiabetic

Initial study group
Type 2 diabetic patients (n = 244) 184 (75.4) 60 (24.6) 2.501 0.001
Early-onset type 2 diabetes (n = 121) 81 (66.9) 40 (33.1) 3.776 33x10°¢
Late-onset type 2 diabetes (n = 123) 103 (83.7) 20 (16.3) 1.619 0.149
Nondiabetic subjects (n = 202) 179 (88.6) 23 (11.4)

Replication group
Type 2 diabetic patients (n = 242) 182 (75.2) 60 (24.8) 2.098 0.005
Early-onset type 2 diabetes (n = 119) 88 (73.9) 31 (26.1) 2.190 0.004
Late-onset type 2 diabetes (n = 123) 94 (76.4) 29 (23.6) 1.935 0.032
Nondiabetic subjects (n = 225) 194 (86.2) 31 (13.8)

Combined analysis
Type 2 diabetic patients (n = 486) 366 (75.3) 120 (24.7) 2.097 7.6%x10°°
Early-onset type 2 diabetes (n = 240) 169 (70.4) 71 (29.6) 2.757 9.4 x 1078
Late-onset type 2 diabetes (n = 246) 197 (80.1) 49 (19.9) 1.826 0.010
Nondiabetic subjects (n = 427) 373 (87.4) 54 (12.6)

Data are n (%). *P values and ORs calculated by a logistic regression analysis using a dominant model (R230C/C230C vs. R230R) with
adjustment for sex and BMI. Early-onset type 2 diabetes age of diagnosis =45 years; late-onset type 2 diabetes age of diagnosis >45 years.

Figure 1 shows the approximate genomic locations of
the four additional SNPs tested and linkage disequilibrium
(LD) estimates in the initial study group. There was no
evidence for LD between R230C and the other four SNPs.
Individually, all SNPs other than R230C failed to show
association with type 2 diabetes (P > 0.311, Table 3).
Moreover, of the five most frequent haplotypes (>3%),
only that including the 230C allele was associated with
type 2 diabetes (P = 0.0004, P = 0.002 after Bonferroni
correction) (online appendix Table 2), which is very
similar to the association for the individual 230C allele
(P = 0.0002, P = 0.001 after Bonferroni correction).

To further test this association, we analyzed an indepen-
dent group of Mexican type 2 diabetic case and control
subjects. The results were very similar, as 24.8% of type 2
diabetic individuals and 13.8% of control subjects had
R230C/C230C genotypes (OR 2.098, 95% CI 1.255-3.507,
P = 0.005). However, although R230C remained signifi-
cantly associated with early-onset type 2 diabetes (OR
2.190, 95% CI 1.258-3.732, P = 0.004), the improvement in
significance was less evident than that observed in the
initial study group. We were not able to test the associa-
tion of R230C with fasting insulin levels and A1C in the
replication group, as this information was not available.

R230C/C230C type 2 diabetic individuals had a signifi-
cantly lower age at diagnosis (44.1 * 9.2 years vs. 46.56 =
10.9 years, P = 0.028), and higher BMI (29.1 = 4.2 vs.
28.3 = 4.2 kg/m?, P = 0.047) than in R230R type 2 diabetes

TABLE 3

subjects in both study populations (data not shown). The
combined analysis of both groups revealed a highly signif-
icant association of R230C with type 2 diabetes (OR 2.097,
95% CI 1.483-2.960, P = 7.6 X 10~ °), particularly with
early-onset type 2 diabetes (OR 2.757, 95% CI 1.869-3.917,
P = 9.4 X 10®). Interestingly, all 10 C230C homozygotes
identified had type 2 diabetes (8 were obese and 2 were
overweight). To test whether the association of the R230C
variant with type 2 diabetes is independent of its previ-
ously reported association with obesity (12), we tested the
association including only obese individuals. R230C/
C230C genotypes were significantly more frequent in
obese diabetic than in obese nondiabetic individuals (P =
0.001).

DISCUSSION

The ABCA1 R230C variant was significantly associated
with type 2 diabetes in the Mexican population. Because
the association remained significant after adjusting for
admixture, it is unlikely that population stratification
confounded our analysis. Moreover, R230C was not in LD
with any other SNP tested in neighboring haplotype blocks
within the ABCA1 gene, suggesting that the R230C variant
is functional and is a significant risk allele for type 2
diabetes in the Mexican population. Interestingly, the
association with type 2 diabetes was highly significant in
the early-onset group. This is epidemiologically relevant in

Allelic association analyses results of individual SNPs in the ABCA1 gene in case-control samples of the initial study group

Allele frequencies

Major/minor Type 2
dbSNP ID Position* ABCAL1 region allele MAF diabetes Nondiabetic Py P
rs2000069 106675690 Intron 5 C/T 0.380 0.372 0.390 0.729 0.999
1s2230806 (R219K) 106660688 Exon 7 G/A 0.327 0.312 0.346 0.311 0.845
rs9282541 (R230C) 106660656 Exon 7 C/T 0.097 0.131 0.056 0.0002 0.001
1s2487037 106657158 Intron 7 C/T 0.261 0.256 0.267 0.585 0.998
rs3818689 106634837 Intron 18 G/C 0.054 0.056 0.052 0.772 0.999

*Position is in contiguous NT_008470.18; 1P values for type 2 diabetes with respect to the minor allele; P values after Bonferroni correction

for the five different SNPs tested. MAF, minor allele frequency.
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ABCA1 GENE VARIANT IS ASSOCIATED WITH EARLY-ONSET TYPE 2 DIABETES

FIG. 1. Pairwise LD among five SNPs within the ABCA1 gene. Drawing
is not to scale. Exons are represented by boxes. Figure depicts the
measured r° between SNP pairs, represented by box shade intensity.
There is no evidence for LD between the R230C variant and the other
four SNPs. However, SNPs rs2230806 (R219K) and r2487037 were in
high LD (° >0.8).

the Mexican population because type 2 diabetes is highly
prevalent (8.2%) (19), ~15% are diagnosed before age 40
years (20), and early onset leads to longer exposure to risk
factors related to complications of diabetes (21).

It is important to point out that this study was con-
ducted based on a previous observation in a reduced
group of diabetic individuals who showed a very high
frequency of R230C/C230C genotypes (41.2%) (12). These
individuals were recruited from the general population,
and most were unaware of their condition when inter-
viewed. In contrast, the 486 diabetic individuals analyzed
here were attending specialized clinics and were signifi-
cantly older than the previously published group of dia-
betic individuals (mean age 54.0 = 11.7 vs. 49.6 = 11.8
years, P = 0.03). This age difference or other population
stratification factors may explain the higher R230C/C230C
genotype frequency reported in first group.

Obesity is known to lead to insulin resistance and is
implicated as one of the main determinants of type 2
diabetes (22). Because R230C was previously found to be
associated with obesity and obesity-related comorbidities
(12), it could be speculated that it confers susceptibility to
type 2 diabetes through obesity and insulin resistance.
However, 10-40% of diabetic individuals are not insulin
resistant (23). Aguilar-Salinas et al. (24) reported a high
frequency of insulin secretion deficiency (856%) coexisting
with insulin resistance in 35% of the cases in a group of
early-onset type 2 diabetic Mexican individuals. Even
though the mechanisms by which ABCA1 deficiency could
lead to type 2 diabetes in humans have not been studied,
Brunham et al. (10) recently reported that cholesterol
accumulation in the pancreatic B-cell leads to insulin
secretion failure in the mouse model, which may be an
important component of lipotoxicity in pancreatic islets.
They also found that selective loss of ABCA1 in pancreatic
B-cells leads to age-related progressive impairment in
glucose tolerance even in heterozygous mice. Moreover,
Hao et al. (25) found that excess cholesterol inhibits
insulin secretion, opening a novel set of mechanisms that
may contribute to B-cell dysfunction and the onset of
diabetes in obese patients. Detailed in vivo studies of the
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B-cell function are required to assess the effect of this
variant on B-cell function.

In addition to its effect on insulin secretion, R230C may
also be associated with type 2 diabetes through an in-
creased risk of obesity. However, the R230C/C230C geno-
types were significantly more frequent in obese diabetic
than in obese nondiabetic individuals, suggesting that both
associations may be independent. Thus, the consequences
of this probably functional variant on pancreatic 3-cell and
adipocyte function could lead to increased risk of type 2
diabetes by more than one mechanism remaining to be
elucidated.

In conclusion, our findings suggest there is an associa-
tion of the R230C variant with early-onset type 2 diabetes
in Mexican-Mestizos, which is in accordance with recent
findings on 3-cell physiology and the effects of cholesterol
lipotoxicity on insulin secretion. This variant is epidemio-
logically relevant because of its high frequency and its
association with type 2 diabetes. Functional analyses are
required to further elucidate the role of ABCA1 variation in
the pathogenesis of type 2 diabetes.

APPENDIX

The Metabolic Study Group includes the following:

From the Unit of Molecular Biology and Genomic Med-
icine, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran (INCMNSZ), Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de
México, Mexico City, Mexico: Salvador Ramirez-Jimenez,
Leonor Jacobo, Margarita Zavala.

From the Department of Endocrinology and Metabo-
lism, INCMNSZ, Mexico City, Mexico: Ivette Cruz-Bautista,
Daniela Riano, Cristina Garcia-Ulloa, Lorena Robles, Fran-
cisco J. Gémez-Pérez.

From the Subdirecciéon Médica, Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE), Mexico City, Mexico: Rubén Ramirez-Cam-
puzano, Rebeca Sandoval-Silva.

From the Laboratory of Endocrinology, Unit of Investi-
gation, Hospital Juarez de México, Mexico City, Mexico:
Guadalupe Ortiz-Lépez, Maria de los Angeles Granados.

From the Unit of Medical Research in Human Genetics,
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional, Siglo XXI-
IMSS, Mexico City, Mexico: Ramon Coral-Vazquez.

From the Unit of Medical Research in Clinical Epidemi-
ology, Hospital de Especialidades No.2, CMNNO, Ciudad
Obregoén, Sonora, Mexico: Olga Brito-Zurita.

From the Laboratory of Reproductive Biology, Centro
de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi, Uni-
versidad Autéonoma de Yucatan, Yucatan, Mexico: Thelma
Canto-de Cetina.

From the Unidades de Investigacion Médica en Epide-
miologia Clinica y Bioquimica, Hospital de Especialidades,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), Mexico City. Mexico: Catarina Mun-
guia and Maria Elena Sanchez Contreras.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: The effect of ABCA1 genetic variation on HDL-C levels has been widely documented, although
studies in children are scarce. We recently found a frequent non-synonymous ABCA1 variant (R230C)
exclusive to populations with Native American ancestry, associated with low HDL-C levels and other
metabolic traits in adults.
Methods: We genotyped R230C variant in 1253 healthy unrelated Mexican school-aged children aged 6-
15 years (595 boys and 658 girls) to seek associations with HDL-C levels and other metabolic traits. HDL
subclass distribution was analyzed in a subgroup of 81 age, gender and BMI-matched children.
Results: Individuals carrying the €230 allele showed a significantly lower HDL-C levels (P=2.9x 10~ %), and
higher TC/HDL-C ratio, BMI, BMI z-score and percent fat mass (P=0.001, 0.049, 0.032 and 0.039,
respectively). HDL size was smaller in R230C heterozygotes as compared to R230R homozygotes (P<0.05).
Moreover, the proportion of HDL,, was lower, while the proportion of HDL3, and HDL3}, particles was higher
in R230C heterozygous and/or C230C homozygous individuals as compared to R230R homozygotes (P<0.05).
Conclusions: Our data suggest that the R230C ABCA1 gene variant plays an important role in HDL-C level
regulation and HDL subclass distribution in healthy Mexican school-aged children.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) plasma levels are
the most common dyslipidemia in Mexican adults [1]. Decreased levels
of HDL-C have been consistently associated with an increased risk of
coronary heart disease (CHD) [2]. HDL includes a heterogeneous group
of lipoproteins known to have different antiatherogenic properties and
capacity to promote cholesterol efflux from peripheral tissues [3,4].
Some studies have shown that small HDL particles (HDL3), but not larger
subclasses (HDL,), are positively associated with CHD [5,6].
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Prospective cohort studies have shown that lipoprotein levels not
only track strongly from childhood and adolescence to adulthood [7-9],
but that adverse lipoprotein levels in early life may induce arterial
changes that contribute to adult atherosclerosis [10-13]. In addition,
abnormal lipoprotein levels have been associated with preclinical
atherosclerosis in children and adolescents [14,15].

The ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) plays a crucial role
in ApoAl-mediated cholesterol efflux, participating in the first step of
reverse cholesterol transport [16]. The effect of ABCA1 genetic
polymorphisms on HDL-C levels has been widely documented mainly
in adults [17], however the association of these variants with
symptomatic or subclinical CHD is inconsistent [18,19]. This may be
due to qualitative differences in HDL particles undetected by measuring
total HDL-C levels [20]. We recently found a frequent non-synonymous
ABCA1 variant (R230C, 1rs9282541) exclusive to populations with
Native American ancestry, associated with low HDL-C levels, and
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independently associated with obesity and type 2 diabetes (T2D) in
Mexican adults [21,22]. We thus analyzed the possible effect of the
R230C ABCA1 gene variant on HDL-C levels, HDL subclasses and other
metabolic traits in healthy Mexican school-aged children.

2. Material and methods
2.1. Subjects

We analyzed 1253 healthy unrelated school-aged Mexican-Mestizo
children (595 boys and 658 girls) with age range of 6-15 years,
recruited from a summer camp for children of employees of the Mexican
Health Ministry (Convivencia Infantil 2008, Secretaria de Salud) and a
public junior high school, both in Mexico City. A questionnaire was
applied and weight, height, waist circumference and blood pressure
were measured in all participants. Body mass index (BMI) was
calculated as weight in kilograms divided by height in meter squared.
BMI z-scores were calculated using age and sex specific BMI reference
data, as recommended by the Centers for Disease Control and
Prevention [23]. Fat mass percentage was measured using a bioelectric
impedance method (Quantum X impedance analyzer, RJL Systems,
Detroit, MI) in subjects recruited from the summer camp (n1=2596).
None of the participants had clinical evidence of diabetes, thyroid, renal
or liver disease. A parent of each child signed the consent form for
participation. The project was approved by the Institutional Committee
of Biomedical Research in Humans of the Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ).

2.2. Pubertal development

Sexual development was assessed using the method described by
Tanner [24]. Self-assessment is a valid method to assess sexual
maturity in clinical evaluation and as a research tool [25]. In the case
of girls, the date of menarche was also recorded. Children with Tanner
score of 1 were considered as prepubertal.

2.3. Biochemical parameters

Plasma glucose, total cholesterol (TC), triglyceride (TG), and HDL-C
measurements were performed at the INCMNSZ or the INCICh with
commercially available standardized methods as described by Villar-
real-Molina et al. [21] and Medina-Urrutia et al. [26], respectively. Low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) concentrations were estimated
using Friedewald's formula [27]. The mean anthropometric and
biochemical parameters according to gender are shown in Table 1.
Hypoalphalipoproteinemia (HA) was defined as a HDL-C concentrations
<35 mg/day, hypercholesterolemia as TC levels >200 mg/dl; and
hypertriglyceridemia as TG levels >150 mg/dl. LDL-C levels were
considered high when measured >130 mg/dl [28].

2.4. HDL subclass distribution analysis

HDL subclass distribution was analyzed as described by Medina-
Urrutia et al. [26] and compared in different R230C genotypes in a
subgroup of 81 school-aged children matched by age, gender and
BMI (32 R230R homozygotes, 32 R230C heterozygotes and the 17
available C230C homozygotes). Briefly, HDL separated from plasma
by ultracentrifugation in density of 1.21 g/ml was loaded into a native
4-30% polyacrylamide gradient gel. Migration distance intervals of
each gel were calculated by computing a standard curve of protein-
stainable HMW standard. The relative proportion of each HDL
subclass was estimated with the following size intervals: HDLs.
7.21-7.76 nm, HDL3p, 7.76-8.17 nm, HDL3, 8.17-8.77 nm, HDL,, 8.77-
9.71 nm, and HDL,;, 9.71-12.93 nm. The coefficient of variation for
each subclass was less than 10%. The average HDL particle size
represents the overall distribution of HDL subclasses, and was

Table 1

Anthropometric and biochemical parameters according to gender.
Characteristic Total subjects Boys Girls P

n=1253 n=>595 n=658

Age (years) 11.5+24 114+24 11.5+24 NS
BMI (kg/m?) 21.6+4.6 215+48 21.7+44 NS
BMI z-score 0.91+0.94 091+1.0 0.91+0.87 NS
FM (%) (n=596) 31.0+11.1 2984124 32.1+9.6 NS
TC (mg/dl) 159.8430.7 158.2+30.7 161.3 +30.7 NS
TG (mg/dl) 113.6 +£73.5 111.3+79.9 115.7 £67.1 NS
HDL-C (mg/dl) 45.6+11.0 453+11.0 4594109 NS
TC/HDL-C ratio 3.68 +1.06 3.67+£1.08 3.684+1.04 NS
HA (%) 15.1 15.0 15.2 NS®

Data are the means + SD or n (%). BMI, body mass index; FM, percent fat mass; TC, total
cholesterol; TG, triglyceride, HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HA,
hypoalphalipoproteinemia.

2 P-values were calculated by t-test.

b pearson's y? test.

calculated as the average size of each HDL subclass interval, multiplied
by its relative area under the densitometric scan. The coefficient of
variation for this determination was less than 1%.

2.5. R230C genotyping

The R230C variant (rs9282541) was genotyped using TaqgMan
assays (ABI Prism 7900HT Sequence Detection System; Applied
Biosystems, Foster City, CA). No discordant genotypes were observed
in 37 duplicate samples. Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
was not observed in any group.

2.6. Statistical analyses

Student's t-test was used to compare phenotypic differences
between boys and girls. Because the number of C230C homozygotes
was reduced, associations were tested under a dominant model.
Differences in anthropometric and biochemical parameters according
to R230C genotype were analyzed by multiple linear regression
analyses, and logistic regression analysis was used to test for
association with hypoalphalipoproteinemia, adjusting for age, sex,
BMI and Tanner score when appropriate (SPSS ver10.0, Chicago, IL).
Because fasting serum triglyceride levels were not normally distrib-
uted, they were log transformed for analysis. HDL subclass distribu-
tion according to genotype was compared using ANOVA with the
Scheffé post hoc test. A P-value of less than 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

Hypoalphalipoproteinemia was the most frequent dislipidemia
among the Mexican school-aged children here analyzed (15.1%),
followed by hypertriglyceridemia (14.7%), hypercholesterolemia
(9.1%) and high LDL-C levels (8.2%). The overall frequency of the C230
risk allele was 0.10. Table 2 compares the anthropometric and
biochemical measurements according to genotype. Individuals carrying
the €230 allele showed significantly lower HDL-C and total cholesterol
levels (P=2.9x10~8 and 0.019, respectively), and higher TC/HDL-C
ratio, BMI, BMI z-score and percent fat mass (P=0.001, 0.049, 0.032 and
0.039, respectively adjusted by age, gender, BMI and Tanner as
appropriate). Moreover, C230C and R230C genotypes were significantly
more frequent in individuals with hypoalphalipoproteinemia (35 and
24.9%, respectively) than in those with HDL-C levels >35 mg/dl (12.6%,
OR2.19,95% C1 1.60-2.99, P=9.4x 10 7). Analysis according to gender
showed that the effect of R230C on HDL-C levels and hypoalphalipo-
proteinemia was highly significant in both boys and girls. However,
although the effect on fat mass percentage, total cholesterol, and the TC/
HCL-C ratio showed the same tendency in both genders, the difference
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Table 2
Clinical and biochemical parameters according to R230C ABCA1 genotypes in Mexican
school-aged children, and stratified by gender.

Table 3
HDL size and subclass distribution according to R230C ABCA1 genotype groups.

R230R R230C c230C P-value

Characteristic R230R R230C C230C P n=32 n=32 n=17
Total subjects (%) n=1012(80.8) n=221(17.6) n=20 (1.6) Age (years) 122415 122+1.6 11.8+2.0 NS

Age (years) 115+24 112424 116420 NS BMI (kg/m?) 238+55 242463 230446 NS

BMI (kg/m?) 214+44 21.8+49 225+45 0.049 BMI z-score 1.17 +£1.01 1.184+-0.98 1.154+1.00 NS

BMI z-score 0.88 +0.95 1.02 + 0.88 1.104+0.98 0.032 HDL-C (mg/dl) 486+11.0 4224118 39.4+9.2 0.0112P

FM (%) (n=596) 30.6+10.8 3214117 3594129 0.039 HDL,;, (%) 13.0+3.6 10.9+2.38 9.8+28 0.0023>

TC (mg/dl) 160.5431.1 157.6 4+:28.1 149.1+36.5 0.019 HDL, (%) 211435 19.74+33 199432 NS

TG (mg/dl) 11494776 108.6 £52.9 95.1+£36.7 NS HDLs, (%) 272419 283+2.0 292421 0.004°

HDL-C (mg/dl) 4644109 4294110 382+94 29%x10°8 HDL;y, (%) 234426 248+2.5 25.04+2.0 0.029

TC/HDL-C ratio 3.624+1.05 3.874+1.08 4194+1.12 0.001 HDL3. (%) 152437 163438 16.2+48 NS

HA (%) 12.6 249 35.0 9.4x10~7° HDL size (nm) 8.77+£0.17 8.65+0.16 8.64+0.16 0.014°
B () =l () = (L) =113 () Data are the means+SD or n (%). P-values indicate overall significance of ANOVA

Age (years) Ll Ll LEdEE NS among the 3 groups. BMI, body mass index; HDL-C, high-density lipoprotein

BMI (kg/m?) 213447 221456 217438 NS i Sgteml groups. BV, body ’ - g y Hipop

BMI f—score 0874102 105096 10+0.98 NS ¢ P<0.05 after Scheffé post hoc test comparing R230R vs. R230C.

FM (%) (n1=287) 29.1+11.9 31.9+137 3524142 0024 b p=0.05 after Scheffé bost hoc test e R230R ve. C230C

TC (mg/dl) 15854305  157.9+4302  150.14+38 NS 0> alter Schetle post hoc test comparing vs: :

TG (mg/dl) 111.8+85.0 111.5+584 92.8+422 NS

HDL-C (mg/dl)  46.1+11.0 42.8+10.7 383+109 69x10°°

TC/HDL-C ratio  3.61+1.07 3.87 +1.09 4334126 0.007 4. Discussion

HA (%) 12.5 223 333 0.001°

Girls (%) n=>541(822) n=109 (16.6) n=8 (1.2)

Age (years) 11.6+24 11.3+24 11.7+15 NS

BMI (kg/m?) 21.6+4.4 21.7+4.0 245457 NS

BMI z-score 0.89+0.88 0.99+0.78 130+1.04 NS

FM (%) (n=309) 32.04+9.6 323+94 372+116 NS

TC (mg/dl) 162.2431.6 157.34+£259 146.84-25.3 0.020

TG (mg/dl) 117.9+70.7 105.8+47.0 100.54+20.6 NS

HDL-C (mg/dl)  46.6+10.8 4314115 378+4.7 1.1x10"*
TC/HDL-C ratio  3.6441.03 3.87+£1.07 3.93+0.816 NS

HA (%) 12.6 275 375 1.8x10~ 4

Data are the means + SD or n (%). BMI, body mass index; FM, percent fat mass; TC, total
cholesterol; TG, triglyceride; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HA,
hypoalphalipoproteinemia.

2 P-values using an additive model adjusted for age, sex, BMI and Tanner scores,
when appropriate.

b p-value calculated by multiple regression analysis using an additive model adjusted
for age, sex, BMI and Tanner score, when appropriate.

in fat mass percentage and TC/HCL-C ratio reached statistical signifi-
cance only in boys, while the difference in total cholesterol levels
reached significance only in girls (Table 2).

Mean HDL-C levels were lower in 926 pubertal than in 327 prepubertal
children (44.84-11.1 vs. 47.8+10.5 mg/dl; P=1.8x10">). The R230C
allele was associated with significantly lower HDL-C levels in pubertal
children (45.6410.9 vs. 41.3410.9 mg/dl for R230R and R230C/C230C
genotypes respectively; P=3.7x10"°). The same tendency was ob-
served in prepubertal children with marginal significance (48.3 4+-10.6 vs.
45.8 +10.4 mg/dl for R230R and R230C/C230C genotypes respectively;
P=0.077).

HDL subclass distribution differed according to R230C genotypes in
81 school-aged children matched by age, gender and BMI (Table 3). As
expected, significant association was observed between HDL-C levels
and the R230Cvariant (P=0.011). HDL-C levels were significantly lower
in individuals with heterozygous R230C and homozygous (230C
genotypes as compared to those with the R230R homozygous genotype
(P<0.05 for both comparisons). Moreover, significant differences were
observed between the proportion of HDL,p,, HDL3, and HDLs, particles
and the R230C variant (P=0.002, 0.004 and 0.029, respectively).
Overall, the proportion of large HDL particles decreased while the
proportion of small HDL particles increased in individuals with R230C
heterozygous and C230C homozygous genotypes as compared to those
with the R230R homozygous genotype (Table 3). In addition, the R230C
variant was associated with the mean HDL particle size (P=0.014). In
agreement with the shift toward small HDL particles, mean HDL particle
size was significantly smaller in R230C heterozygotes as compared to
R230R homozygotes (P<0.05), and although homozygous (C230C
subjects showed smaller HDL particles, the difference with R230R
homozygotes did not reach statistical significance.

Epidemiological studies report that the onset of metabolic disease is
occurring at increasingly earlier ages [29,30]. In the Mexican population,
low HDL-C levels (<35 mg/dl) is the most common dyslipidemia both in
adults and adolescents [1,31]. In the present study, we found that this
dyslipidemia was also the most common in children aged 6-15 years
(15.1%). Thus, in the Mexican population, low HDL-C levels are apparently
present since childhood.

Mexican and other Latin American populations resulted from the
admixture of mainly Spaniards and Native Americans [32]. While in
Spaniard children mean HDL-C levels are high (55-60 mg/dl), Latin
American children including Mexicans have low mean HDL-C levels
(38-45 mg/dl) [31,33]. Although environmental factors clearly play a
role in HDL-C levels, genetic factors are also known to modulate this trait
[17,34]. Latin American mestizo populations with Amerindian ancestry
may share genetic variants conferring an increased risk of highly
prevalent metabolic traits such as low HDL-C levels. The only currently
identified functional gene variant exclusive and common to Native
American populations throughout the Americas is R230C/ABCA1 [35].

The association of R230C with low HDL-C levels and hypoalphalipo-
proteinemia was highly significant while its association with BMI was
marginal, in agreement with previous observations in Mexican adults [21].
However, although a differential effect of some ABCA1 gene polymorph-
isms according to gender has been previously reported in adults [36], the
effect of R230C was independent of gender in Mexican school-aged
children. In the present study, all subjects were healthy children aged 6 to
15 years. Around 74% of these children were in puberty according to
Tanner scores, a time when changes in serum sex hormone levels are
known to affect serum lipid levels [37,38]. R230C was associated with
lower HDL-C levels in both pubertal and prepubertal children, although
only with marginal significance in the latter group probably because of the
reduced sample size. Thus, the effect of R230C on HDL-C levels is observed
since childhood both in boys and girls.

R230C affected HDL particle size distribution independently of age,
gender and BMI, as the proportion of large HDL particles decreased
and the proportion of small HDL particles increased in C230 carriers.
This pattern has been previously reported in Tangier patients and
heterozygous ABCA1 mutation carriers, characterized by HDL particles
that are small in size and poor in cholesterol [39-41]. Although the
precise mechanisms by which these mutations affect HDL-C particle
distribution are not fully understood, it has been postulated that
reduced cellular cholesterol efflux in Tangier disease leads to smaller
HDL particles that, in turn, are more rapidly cleared from the plasma
compartment [40,42]. Smaller HDL particle size in these individuals
may be related to reduced LCAT activity, which has been observed in
both male and female ABCAT mutation heterozygotes [39]. Although
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we did not measure LCAT activity, the HDL subclass distribution
pattern observed in C230 carriers is compatible with that observed in
ABCA1 mutation carriers.

The same HDL subclass distribution has been observed in Mexican
overweight children with insulin resistance or T2D [26,43]. Although
the association of obesity and insulin resistance with smaller HDL
particles has been attributed to increased fractional clearance of HDL
secondary to depletion of its cholesterol [44,45], in the present study
the association of R230C with smaller HDL particles was independent
of BMI. The influence of other factors potentially affecting HDL particle
size (i.e. insulin resistance) should be considered in future studies.
Moreover, whether diet and physical activity exert a differential effect
on HDL-C levels according to genotype remains to be determined.

In conclusion, our data suggest that the R230C ABCA1 gene variant
plays an important role in HDL-C level regulation and HDL subclass
distribution in healthy Mexican school-aged children. Because these
children are exposed to adverse lipid profiles since childhood,
prospective studies are required to analyze whether lifelong exposure
may favor the development of chronic metabolic disease in adult life.

Acknowledgements

This research was supported by grant 69856 from the Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT). Teresa Flores-Dorantes
was supported by PhD fellowship from CONACyT, México. The authors
wish to thank Salvador Ramirez-Jimenez, Victor Acufia-Alonzo and
Luz E. Guillén-Pineda for their technical assistance.

References

[1] Aguilar-Salinas CA, Olaiz G, Valles V, et al. High prevalence of low HDL cholesterol
concentrations and mixed hyperlipidemia in a Mexican nationwide survey. J Lipid
Res 2001;42:1298-307.

[2] Gordon DJ, Probstfield JL, Garrison RJ, et al. High-density lipoprotein cholesterol and
cardiovascular disease. Four prospective American studies. Circulation 1989;79:8-15.

[3] Castro GR, Fielding CJ. Early incorporation of cell-derived cholesterol into pre-beta-
migrating high-density lipoprotein. Biochemistry 1988;27:25-9.

[4] Kontush A, Chantepie S, Chapman MJ. Small, dense HDL particles exert potent
protection of atherogenic LDL against oxidative stress. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 2003;23:1881-8.

[5] Johansson], Carlson LA, Landou C, Hamsten A. High density lipoproteins and coronary
atherosclerosis. A strong inverse relation with the largest particles is confined to
normotriglyceridemic patients. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1991;11:174-82.

[6] Asztalos BF, Collins D, Cupples LA, et al. Value of high-density lipoprotein (HDL)
subpopulations in predicting recurrent cardiovascular events in the Veterans
Affairs HDL Intervention Trial. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005;25:2185-91.

[7] Lauer RM, Lee ], Clarke WR. Factors affecting the relationship between childhood
and adult cholesterol levels: the Muscatine Study. Pediatrics 1988;82:309-18.

[8] Porkka KV, Viikari JS, Taimela S, Dahl M, Akerblom HK. Tracking and predictiveness of
serum lipid and lipoprotein measurements in childhood: a 12-year follow-up: the
Cardiovascular Risk in Young Finns Study. Am ] Epidemiol 1994;140:1096-110.

[9] Webber LS, Srinivasan SR, Wattigney WA, Berenson GS. Tracking of serum lipids
and lipoproteins from childhood to adulthood: the Bogalusa Heart Study. Am ]
Epidemiol 1991;133:884-99.

[10] Mahoney LT, Burns TL, Stanford W, et al. Coronary risk factors measured in
childhood and young adult life are associated with coronary artery calcification in
young adults: the Muscatine Study. ] Am Coll Cardiol 1996;27:277-84.

[11] Davis PH, Dawson ]D, Riley WA, Lauer RM. Carotid intimal-medial thickness is
related to cardiovascular risk factors measured from childhood through middle
age: the Muscatine Study. Circulation 2001;104:2815-9.

[12] LiS, Chen W, Srinivasan SR, et al. Childhood cardiovascular risk factors and carotid
vascular changes in adulthood: the Bogalusa Heart Study. JAMA 2003;290:2271-6.

[13] Raitakari OT, Juonala M, Kahonen M, et al. Cardiovascular risk factors in childhood
and carotid artery intima-media thickness in adulthood: the Cardiovascular Risk
in Young Finns Study. JAMA 2003;290:2277-83.

[14] Berenson GS, Srinivasan SR, Bao W, Newman IIl WP, Tracy RE, Wattigney WA.
Association between multiple cardiovascular risk factors and atherosclerosis in
children and young adults. The Bogalusa Heart Study. N Engl ] Med 1998;338:
1650165-6.

[15] Jdrvisalo M], Jartti L, Nadnt6-Salonen K, et al. Increased aortic intima-media
thickness: a marker of preclinical atherosclerosis in high-risk children. Circulation
2001;104:2943-7.

[16] von Eckardstein A, Nofer JR, Assmann G. High density lipoproteins and
arteriosclerosis. Role of cholesterol efflux and reverse cholesterol transport.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001;21:13-27.

[17] Klos KL, Kullo IJ. Genetic determinants of HDL: monogenic disorders and
contributions to variation. Curr Opin Cardiol 2007;22:344-51.

[18] Clee SM, Zwinderman AH, Engert JC, et al. Common genetic variation in ABCA1 is
associated with altered lipoprotein levels and a modified risk for coronary artery
disease. Circulation 2001;103:1198-205.

[19] Frikke-Schmidt R, Nordestgaard BG, Stene MC, et al. Association of loss-of-
function mutations in the ABCA1 gene with high-density lipoprotein cholesterol
levels and risk of ischemic heart disease. JAMA 2008;299:2524-32.

[20] Movva R, Rader DJ. Laboratory assessment of HDL heterogeneity and function. Clin
Chem 2008;54:788-800.

[21] Villarreal-Molina MT, Aguilar-Salinas CA, Rodriguez-Cruz M, et al. The ATP-
binding cassette transporter A1 R230C variant affects HDL cholesterol levels and
BMI in the Mexican population: association with obesity and obesity-related
comorbidities. Diabetes 2007;56:1881-7.

[22] Villarreal-Molina MT, Flores-Dorantes MT, Arellano-Campos O, et al. Association
of the ATP-binding cassette transporter A1 R230C variant with early-onset type 2
diabetes in a Mexican population. Diabetes 2008;57:509-13.

[23] Kuczmarski R], Ogden CL, Guo SS, et al. 2000 CDC growth charts for the United
States: methods and development. Vital Health Stat 2002;246:1-190.

[24] Tanner JM. The development of the reproductive system. 2nd ed. In: Growth at
adolescence. Oxford, UK: Blackwell Scientific; 1962. p. 28-39.

[25] Duke PM, Litt IF, Gross RT. Adolescents' self-assessment of sexual maturation.
Pediatrics 1980;66:918-20.

[26] Medina-Urrutia A, Juarez-Rojas ]G, Martinez-Alvarado R, et al. High-density
lipoprotein subclasses distribution and composition in Mexican adolescents with
low HDL cholesterol and/or high triglyceride concentrations, and its association
with insulin and C-reactive protein. Atherosclerosis 2008;201:392-7.

[27] Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the concentration of low-
density lipoprotein cholesterol in plasma, without the use of the preparative
ultracentrifuge. Clin Chem 1972;18:499-502.

[28] Kavey RE, Daniels SR, Laver RM, et al. American Heart Association guidelines for
primary prevention of atherosclerotic cardiovascular disease beginning in
childhood. Circulation 2003;107:1562-6.

[29] Saland JM. Update on the metabolic syndrome in children. Curr Opin Pediatr
2007;19:183-91.

[30] Nathan BM, Moran A. Metabolic complications of obesity in childhood and
adolescence: more than just diabetes. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes
2008;15:21-9.

[31] Posadas-Sanchez R, Posadas-Romero C, Zamora-Gonzdlez ], Mendoza-Pérez E,
Cardoso-Saldafia G, Yamamoto-Kimura L. Lipid and lipoprotein profiles and
prevalence of dyslipidemia in Mexican adolescents. Metabolism 2007;56:
1666-72.

[32] Lisker R, Ramirez E, Bricefio RP, Granados J, Babinsky V. Gene frequencies and
admixture estimates in four Mexican urban centers. Hum Biol 1990;62:791-801.

[33] Lopez-Simén L, de Oya M, Lasuncién MA, et al. Genetic determinants of plasma
HDL-cholesterol levels in prepubertal children. Clin Chim Acta 2009;403:203-6.

[34] Ordovas JM. HDL genetics: candidate genes, genome wide scans and gene-
environment interactions. Cardiovasc Drugs Ther 2002;16:273-81.

[35] Acufia-Alonzo V, Flores-Dorantes T, Kruit JK, et al. A functional ABCA1 gene variant
is associated with low HDL-cholesterol levels and shows evidence of positive
selection in Native Americans. Human Molecular Genetics Advance Access
published on April 23, 2010. doi:10.1093/hmg/ddq173.

[36] Frikke-Schmidt R, Nordestgaard BG, Jensen GB, Tybjaerg-Hansen A. Genetic
variation in ABC transporter Al contributes to HDL cholesterol in the general
population. J Clin Invest 2004;114:1343-53.

[37] Tell GS, Mittelmark MB, Vellar OD. Cholesterol, high density lipoprotein
cholesterol and triglycerides during puberty: the Oslo Youth Study. Am ]
Epidemiol 1985;122:750-61.

[38] Bertrais S, Balkau B, Charles MA, et al. Puberty-associated differences in total
cholesterol and triglyceride levels according to sex in French children aged 10-
13 years. Ann Epidemiol 2000;10:316-23.

[39] Kuivenhoven JA, Hovingh GK, van Tol A, et al. Heterozygosity for ABCA1 gene
mutations: effects on enzymes, apolipoproteins and lipoprotein particle size.
Atherosclerosis 2003;171:311-9.

[40] Brousseau ME, Eberhart GP, Dupuis ], et al. Cellular cholesterol efflux in
heterozygotes for tangier disease is markedly reduced and correlates with high
density lipoprotein cholesterol concentration and particle size. ] Lipid Res
2000;41:1125-35.

[41] Asztalos BF, Brousseau ME, McNamara JR, Horvath KV, Roheim PS, Schaefer EJ.
Subpopulations of high density lipoproteins in homozygous and heterozygous
Tangier disease. Atherosclerosis 2001;156:217-25.

[42] Francis GA, Knopp RH, Oram JF. Defective removal of cellular cholesterol and
phospholipids by apolipoprotein A-I in Tangier disease. ] Clin Invest 1995;96:
78-87.

[43] Pérez-Méndez O, Torres-Tamayo M, Posadas-Romero C, et al. Abnormal HDL
subclasses distribution in overweight children with insulin resistance or type 2
diabetes mellitus. Clin Chim Acta 2007;376:17-22.

[44] Borggreve SE, De Vries R, Dullaart RP. Alterations in high-density lipoprotein
metabolism and reverse cholesterol transport in insulin resistance and type 2
diabetes mellitus: role of lipolytic enzymes, lecithin:cholesterol acyltransferase
and lipid transfer proteins. Eur J Clin Invest 2003;33:1051-69.

[45] Vajo Z, Terry ]G, Brinton EA. Increased intra-abdominal fat may lower HDL levels
by increasing the fractional catabolic rate of LpA-I in postmenopausal women.
Atherosclerosis 2002;160:495-501.



Human Molecular Genetics, 2010, Vol. 19, No. 14 2877-2885
doi:10.1093/hmg/ddq173
Advance Access published on April 23, 2010

A functional ABCA1 gene variant is associated with
low HDL-cholesterol levels and shows evidence of
positive selection in Native Americans

Victor Acufia-Alonzo 5", Teresa Flores-Dorantes !, Janine K. Kruité, Teresa Villarreal-Molina?,
Olimpia Arellano-Campos?, Tabita Hiinemeier?, Andrés Moreno-Estrada®, Ma Guadalupe Ortiz-
Lopez®19, Hugo Villamil-Ramirez', Paola Leon-Mimila', Marisela Villalobos-Comparan',
Leonor Jacobo-Albavera', Salvador Ramirez-Jiménez', Martin Sikora'l, Lin-Hua Zhang®,

Terry D. Pape$, Ma de Angeles Granados-Silvestre®1°, Isela Montufar-Robles®1°, Ana M. Tito-
Alvarez2, Camilo Zurita-Salinas'2, José Bustos-Arriaga'3, Leticia Cedillo-Barron3, Celta
Gomez-Trejo®, Rodrigo Barquera-Lozano?®, Joao P. Vieira-Filho'4, Julio Granados3, Sandra
Romero-Hidalgo 15, Adriana Huertas-Vazquez'6, Antonio Gonzalez-Martin'?, Amaya Gorostiza17,
Sandro L. Bonatto'8, Maricela Rodriguez-Cruz'9, Li Wang?9, Teresa Tusié-Luna', Carlos A.
Aguilar-Salinas?, Ruben Lisker4, Regina S. Moises 4, Marta Menjivar®, Francisco M. Salzano?,
William C. Knowler2!, M. Catira Bortolini’, Michael R. Hayden®b, Leslie J. Baier?! and Samuel
Canizales-Quinteros'*

"Unit of Molecular Biology and Genomic Medicine, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran (INCMNSZ), Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Mexico City 14000, Mexico, 2Department of
Endocrinology and Metabolism, ®Department of Immunology and Rheumatology and “Direction of Research,
INCMNSZ, Mexico City 14000, Mexico, *Molecular Genetics Laboratory, Escuela Nacional de Antropologia e Historia
(ENAH), Mexico City 14030, Mexico, ®Department of Medical Genetics, University of British Columbia, Vancouver,
BC, Canada V6T1Z4, ‘Departamento de Genetica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS
91501-970, Brazil, ®8Department of Genetics, Stanford University, Stanford, CA 94305, USA, ®Department of Biology,
Faculty of Chemistry, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Mexico City 04510, Mexico, 10Laboratory
of Molecular Endocrinology, Hospital Juarez de México, Mexico City, Mexico, ''Institute of Evolutionary Biology (UPF-
CSIC), CEXS-UPF-PRBB, Barcelona 37-49 08003, Spain, '?Laboratorios Zurita & Zurita, Quito N12-120, Ecuador,
3Department of Molecular Biomedicine, Cinvestav, IPN, Mexico City 07360, Mexico, '*Division of Endocrinology,
Department of Medicine, Federal University of Sdo Paulo, Sdo Paulo 04034-970, Brazil, ®Department of
Computational Genomics, Instituto Nacional de Medicina Gendmica, Mexico City 01900, México, '®Cedars-Sinai
Heart Institute, Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, CA 90048-5909, USA, 17Department of Zoology and
Physical Anthropology, Faculty of Biology, Complutense University of Madrid, Madrid 28040, Spain, '®Faculty of
Biological Sciences, Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre 90619-900 RS, Brazil, '°Unit of
Medical Research in Nutrition, Pediatrics Hospital, National Medical Center XXI Century, Mexican Institute of Social
Security, Mexico City 06725, Mexico, 2°Key Laboratory of Molecular and Developmental Biology, Institute of Genetics
and Developmental Biology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China, ?'National Institute of Diabetes
and Digestive and Kidney Diseases, National Institutes of Health, Phoenix, AZ 85014, USA

Received January 7, 2010; Revised March 19, 2010; Accepted April 21, 2010

*To whom correspondence should be addressed at: Unidad de Biologia Molecular y Medicina Gendmica, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran, Vasco de Quiroga, No. 15 Colonia Seccion 16, Tlalpan 14000, México D.F., Mexico. Tel/Fax: +52 5556550011;
Email: cani@servidor.unam.mx

"These authors contributed equally to this work.

© The Author 2010. Published by Oxford University Press. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oxfordjournals.org


http://hmg.oxfordjournals.org/

2878 Human Molecular Genetics, 2010, Vol. 19, No. 14

It has been suggested that the higher susceptibility of Hispanics to metabolic disease is related to their
Native American heritage. A frequent cholesterol transporter ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1)
gene variant (R230C, rs9282541) apparently exclusive to Native American individuals was associated with
low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels, obesity and type 2 diabetes in Mexican Mestizos.
We performed a more extensive analysis of this variant in 4405 Native Americans and 863 individuals from
other ethnic groups to investigate genetic evidence of positive selection, to assess its functional effect
in vitro and to explore associations with HDL-C levels and other metabolic traits. The C230 allele was
found in 29 of 36 Native American groups, but not in European, Asian or African individuals. C230 was
observed on a single haplotype, and C230-bearing chromosomes showed longer relative haplotype extension
compared with other haplotypes in the Americas. Additionally, single-nucleotide polymorphism data from the
Human Genome Diversity Panel Native American populations were enriched in significant integrated haplo-
type score values in the region upstream of the ABCA1 gene. Cells expressing the C230 allele showed a 27%
cholesterol efflux reduction (P < 0.001), confirming this variant has a functional effect in vitro. Moreover, the
C230 allele was associated with lower HDL-C levels (P = 1.77 x 10~'") and with higher body mass index (P =
0.0001) in the combined analysis of Native American populations. This is the first report of a common func-
tional variant exclusive to Native American and descent populations, which is a major determinant of HDL-C

levels and may have contributed to the adaptive evolution of Native American populations.

INTRODUCTION

It has been suggested that genetic susceptibility of Hispanics to
type 2 diabetes (T2D), obesity and dyslipidemia is related to
their Native American heritage (1—3). We recently found a fre-
quent non-synonymous variant (R230C, rs9282541) within the
ATP-binding cassette transporter Al gene (ABCAI) associated
with low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels
(the most common dyslipidemia in populations with Native
American ancestry), obesity and T2D in Mexican Mestizos
(4,5). ABCAL1 plays a key role in cholesterol efflux and transfer
from peripheral cells to lipid-poor apolipoprotein A1 (ApoAl),
the first step in HDL particle formation (6,7).

The R230C variant was initially described in the Oji-Cree
population (8). To date, it has been found only in Native
American and Mexican-Mestizo populations (4). We per-
formed a large-scale analysis including individuals from 36
Native North and South American groups and assessed the
effect of this variant on anthropometric and metabolic traits.
Because it was previously suggested that R230C may have
conferred selective advantage as a thrifty gene and/or resist-
ance against certain infectious diseases (4), we performed a
more thorough analysis seeking evidence of positive selection.

RESULTS

The C230 allele was present in the majority of the Native
American populations at an average frequency of 12% (range
0-31%) (Fig. 1; Supplementary Material, Table S1), but was
absent from 863 additional individuals belonging to different
European (Spaniard and Dutch) and Asian groups (Han
Chinese, Manchu, Mongolian, Siberians and Eskimos)
(Fig. 1). The distribution of this allele was not structured
according to language or geographic groups (North versus
South America), as evidenced by analysis of molecular variance
(AMOVA) (P = 0.978 and 0.895, respectively). However, the
C230 allele frequency increased at tropical latitudes (between
the tropics of Cancer and Capricorn) and gradually decreased

at higher latitudes both to the North and South (Fig. 1),
showing a significant correlation (+* = 0.328; P = 0.02).

The C230 allele is located on a single genetic haplotype

To perform a phylogenetic reconstruction of the evolutionary
relationships, 15 additional single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) within a 50 kb block were analyzed in 20 Native
American and 25 Mexican-Mestizo trios to define haplotype
blocks within the region. Together with data from HapMap
populations, a total of 58 haplotypes were identified (Sup-
plementary Material, Table S2). Seven haplotypes were
found in Native Americans, and the C230 allele was clearly
found in only one genetic block (haplotype 32) in all Mexican-
Mestizo, North and South American native individuals ana-
lyzed. Maximum parsimony (MP)-based network analysis is
shown in Figure 2. The phylogenetic reconstruction uncovered
two major lineages (haplogroups A and B) defined by the non-
synonymous polymorphism R2/9K within the ABCAI gene.
The C230 allele occurred in haplogroup B characterized by
the ancestral R279 allele.

Positive selection testing

The long-range haplotype (LRH) test showed that the exten-
sion of linkage disequilibrium (LD) was much longer in
C230 than in non-C230 chromosomes [relative extended hap-
lotype homozygosity (REHH)=9.8 and 5.9 at 365 and
—434 kb from the core, respectively; Fig. 3]. The former
value remained significant compared with REHH values
from additional regions elsewhere in the genome, genotyped
in a similar set of Native American populations (P = 0.036
at 300 kb from the core and P = 0.021 at a marker H of
0.04). REHH values were significant in both Kichwa (P =
0.018 at a distance of 300 kb and P = 0.007 at a marker H
of 0.04) and Nahua populations (P = 0.043 at a distance of
300kb and P =0.021 at a marker H of 0.04). The only
other two significant core haplotypes were located upstream
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Figure 1. Frequency distribution of the C230 allele [(%) black-shaded area] in Native American, European, Asian and African populations. C230 frequency data
from populations with an asterisk were obtained from previous reports (8—11 and HapMap and SNPS00CANCER databases).

Figure 2. MP-based network describing the evolutionary relationships of 11
distinct haplotypes. Native American and Mexican-Mestizo haplotypes were
established in trios; the remainder were inferred from HapMap groups. Each
haplotype is represented by a circle whose area reflects the overall number
of copies observed and whose color-coding indicates the frequency of the hap-
lotype in the HapMap groups and Native Americans and Mexican Mestizos.
Line length is proportional to the number of differences between haplotypes.
Non-filled circles represent non-sampled haplotypes reconstructed by the MP
algorithm as evolutionary intermediaries between observed haplotypes. The
phylogenetic reconstruction uncovered two major lineages (haplogroups A
and B) defined by the non-synonymous polymorphism R2/9K. The R230C
variant occurred on haplogroup B characterized by the ancestral R2/9 allele,
which is frequent in Europe, Asia and America but infrequent in African popu-
lations. The C230 allele was found in only one genetic block in all Mexican-
Mestizo and Native American individuals analyzed.

the ABCA1 gene (Supplementary Material, Table S3). Further-
more, in Native Americans from the Human Genome Diver-
sity Panel (HGDP) (R230C genotypes not available), the
ABCAI 5 region (~75kb upstream R230C) was clearly
enriched for outliers of the integrated haplotype score (iHS)

Figure 3. EHH and REHH of ABCA1/R230C and 23 additional SNPs x phys-
ical distance in Native American individuals. C230-bearing chromosomes (in
gray) appear to have greatly extended LD compared with non-C230-bearing
chromosomes (in black). Gray vertical lines in the upper track represent gen-
otyped SNPs, and boxes indicate annotated genes.

statistic genome-wide distribution (iHS > 2.5) (Fig. 4). In
agreement with the REHH analysis, the highest iHS values
are clustered upstream ABCAI.

Association of R230C with HDL-C levels and other
metabolic traits

Overall, the prevalence of hypoalphalipoproteinemia (HA)
was the most common dyslipidemia (65% in Mexican and
South American natives; Supplementary Material, Table S4).
Table 1 shows the effect of R230C on HDL-C and total choles-
terol levels and body mass index (BMI). The R230C/C230C
genotypes were significantly associated with low HDL-C
levels in Pimas (P = 6.4 x 10~°) and in the combined analy-
sis of eight Mexican native groups (P = 5.3 x 10~%). In South
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Figure 4. iHS values for individual SNPs flanking the ABCA! region (2 Mb) x physical distance (top panel) and P-values for the composite likelihood ratio
(CLR) test based on a 31-SNP sliding window analysis to detect local regions enriched for high iHS values (bottom panel) in the combined Native American

sample. Filled circles indicate P-values <0.05 genome-wide significance level.

Table 1. Association of R230C with lipid levels and BMI in Native American populations

Native American population (n) HDL-C levels

Total cholesterol BMI

Effect (SE) P-value Effect (SE) P-value Effect (SE) P-value
North America
USA
Pima (2563)? —0.075 (0.019) 6.4 x107° —0.071 (0.014) 1.8 x 1077 0.008 (0.015) 0.586
Mexico
Yaquis (45) — — — — 0.044 (0.018) 0.012
Teenek (67) —0.051 (0.026) 0.057 —0.010 (0.024) 0.671 0.001 (0.016) 0.978
Coras (123) —0.033 (0.014) 0.021 —0.006 (0.013) 0.681 0.032 (0.011) 0.006
Purepechas (15) —0.040 (0.074) 0.603 —0.048 (0.046) 0.333 0.034 (0.019) 0.097
Mazahuas (83) —0.039 (0.036) 0.281 —0.031 (0.041) 0.444 0.006 (0.019) 0.758
Nahuas (267) —0.040 (0.014) 0.014 —0.014 (0.020) 0.470 —0.004 (0.008) 0.617
Totonacas (113) —0.028 (0.021) 0.180 —0.031 (0.015) 0.042 0.022 (0.013) 0.085
Zapotecs (106) —0.047 (0.022) 0.038 0.007 (0.019) 0.723 0.007 (0.013) 0.605
Mayans (110) —0.040 (0.017) 0.023 —0.043 (0.015) 0.004 —0.007 (0.013) 0.554
Mexican natives combined —0.038 (0.007) 53x10°% —=0.019 (0.007) 0.027 0.010 (0.004) 0.012
South America
Kichwas (79) —0.043 (0.030) 0.153 —0.005 (0.020) 0.791 0.024 (0.012) 0.050
Parkatejé (78) —0.029 (0.026) 0.270 —0.002 (0.030) 0.945 0.046 (0.012) 0.0003
All Native Americans combined —0.042 (0.006) 1.77 x 107" —0.021 (0.006) 7.15 x 107° 0.011 (0.003) 0.0001

Effect values are presented as effect size per C230 allele copy, standard error (SE). Linear regression was performed on the basis of log-transformed values for
HDL-C levels (mg/dl), total cholesterol levels (mg/dl) and BMI (kg/m?), adjusting for age, gender and diabetes status. HDL-C and total cholesterol levels were also

adjusted for BMI.

?P-value adjusted by age, gender, birth year, diabetes status and family membership.

American native groups, biochemical data were available from
two populations (Parkatejés and Kichwas), and although
HDL-C levels were lower in C230 carriers, the differences
did not reach statistical significance. Altogether, the combined
results of all Native American groups showed a highly signifi-
cant effect of the C230 allele (—4.2% per copy, P = 1.77 x
107", Interestingly, differences in the effect of R230C on
lipid profiles were observed in some Native American popu-
lations. R230C was strongly associated with low total choles-
terol and triglyceride levels in Pimas (P = 1.8 x 10~ and

P=7.0 x 10"*, respectively) and Mayans (P = 0.004 and
0.010, respectively). Although the combined analysis in
Native American groups also showed a significant association
with low total cholesterol levels (P =7.15 x 107°), it was
clearly not as significant as the association with low HDL-C
levels (P =1.77 x 10”'"). The C230 allele was associated
with higher BMI in the combined analysis of Mexican
native groups (P = 0.012), in Native South American popu-
lations (P = 0.0003 and 0.050 for Parkatejé and Kichwas,
respectively), but not in Pima Indians. Altogether, combined
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Figure 5. Functional characterization of the ABCA1/R230C variant by lipid
efflux assay. (A) Polyclonal stable cell lines expressing the ABCA1 wild-type
(WT), variant R230C and mutant M1091T (known defective in lipid efflux)
were generated, and efflux activity for cholesterol was performed as described
in Materials and Methods. Data represent mean + SD of two to five exper-
iments as a percent of the ApoAl-dependent efflux induced by wild-type
ABCAIl. Each assay was performed in triplicate. *P < 0.001. (B) The
expression of WT, variant R230C and mutant M1091T ABCALI protein in
Flp-In cells was assessed by western immunoblotting.

results showed that the C230 allele was associated with higher
BMI (P = 0.0001), and this association was evidently more
significant in male than in female individuals (P = 4.05 x
107 versus P = 0.02).

Sequencing and in vitro functional analysis

To rule out the presence of another possible causal variant in LD
with C230, all 50 exons and the promoter region of ABCA [ were
sequenced in a limited number of individuals (2 of each geno-
type); however, no promoter or coding variant in LD with
R230C was found. Cholesterol efflux from Flp-In cell lines
expressing the ABCAI C230 allele was significantly lower
(27%) than that of cells expressing the wild-type R230 allele
(P < 0.001) (Fig. 5A), confirming that this variant has a func-
tional effect in vitro. In contrast, the C230 and R230 cell lines
showed no differences in phospholipid efflux. The C230 allele
expressed ABCA1 protein at levels comparable with that of
T1091 and wild-type alleles (Fig. 5B).

DISCUSSION
R230C, a private allele to the Americas

The R230C allele first identified in Oji-Crees and Mexican
Mestizos was found in most Amerindian groups throughout
the Americas, but not in any ethnic group from other conti-
nents (4,8). This is in agreement with previous studies
that have not found this allele in 7717 Caucasian, Asian,
African and South-Pacific Rim individuals (HapMap and
SNP500CANCER databases) (8—11). This absence strongly
suggests that C230 is a private allele (exclusive to Native
American and Native American-derived populations),
although it may be present in some non-Amerindian popu-
lations not included in this analysis. Its presence on the
same haplotype in both North and South Americans suggests
that it may have arisen among Native American founders in
Beringia or North-East Asia. This is in agreement with
recent studies suggesting that founder populations stayed in
Beringia long enough to give rise to exclusive genetic variants
(12—14). Although private alleles in the HLA system and
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other genes have been previously reported in some Native
American populations (15,16), there is only one previous
report of a common private autosomal allele (microsatellite
DIS1120 9RA) ubiquitous in the Americas (17). It is note-
worthy that D9S7120 and R230C (ABCAI) are both located
on chromosome 9q, although separated by a 19 Mb distance.
We genotyped DS957120 in 16 C230C Native American and
Mestizo homozygotes and found no allele in LD, indicating
that the two ancestry informative markers are independent.

The C230 allele distribution varied among different Amer-
indian populations (0—0.31). The complex demographic pro-
cesses that these populations have gone through must have
played a crucial role in this distribution. Initially, the moderate
bottleneck in the out of Beringia process led to a relatively
small effective population size, so genetic drift could have
been one of the main causes of fluctuation (18,19). In
groups that later expanded demographically to constitute
societies formed by thousands of individuals such as Mesoa-
mericans, genetic drift was less likely to cause differences in
the distribution of C230 frequencies.

Evidence suggesting R230C underwent positive selection

Understanding the impact of natural selection acting on par-
ticular genes in human populations can provide insights into
the genetic etiology of human disease. Interestingly, ABCA1
has been recognized as one of the genes most likely to have
been subject to positive selection in humans since the diver-
gence from the common ancestor of our lineage and that of
chimpanzees (20,21). The results of the REHH and iHS ana-
lyses for the ABCAI gene region in Native Americans are
not compatible with a simple neutral evolutionary model,
but are consistent with the hypothesis that the R230C variant
resides on a haplotype which is the target of an ongoing direc-
tional selective sweep. It must be acknowledged, however,
that with the currently available genotyping data, it is not poss-
ible to define whether the R230C haplotype is also responsible
for the signal resulting from the iHS test.

The geographical distribution of the C230 allele clearly
differs from the North-to-South gradient described for
genome-wide neutral markers (22), suggesting the possibility
of a climate-related adaptive process, as has been previously
described for other genes involved in energy metabolism
(23). In the context of Neel’s hypothesis (24), R230C carriers
could have had a selective advantage. Because the C230
ABCAL1 protein shows decreased cholesterol efflux, the pres-
ence of this variant could favor intracellular cholesterol and
energy storage. Specifically, adipose tissue benefits various
biological functions including the ability to accommodate
fluctuations in energy supply such as severe famine, the regu-
lation of reproductive function and providing energy for the
immune system now known to have a significant energy cost
(25,26). However, under current westernized lifestyle
changes, this allele may have become a major susceptibility
allele for low HDL-C levels and other metabolic traits,
which is consistent with the association of the R230C
variant with higher BMI in Native American populations,
and with obesity, T2D and metabolic syndrome in Mexican
Mestizos (4,5). However, other environmental factors may
also be involved in C230 allele frequency distribution. For
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instance, cholesterol plays an important role in various infec-
tious processes such as the entry and replication of Dengue
virus type 2 and flaviviral infection (27). The ABCA1 trans-
porter is known to participate in infectious and/or thrombotic
disorders involving vesiculation, since homozygous ABCA1
gene deletions confer complete resistance against cerebral
malaria in mice (28,29). Interestingly, areas with higher
C230 allele frequencies correspond to dengue, yellow fever
and malaria distributions in the Americas (30). Altogether,
these different lines of evidence suggest that the ABCAI
C230 allele may have been important for survival throughout
the colonization of the Americas.

Association of R230C with HDL-C levels and other
metabolic traits

Overall, the prevalence of low HDL-C levels was not only
higher in Native Americans than in European, Asian and
African individuals (3), but also the most common dyslipide-
mia (65% in Mexican and South American natives). The Pima
population is known to have much lower HDL-C and total
cholesterol levels than US Caucasians (31). R230C/C230C
genotypes were strongly associated with low HDL-C levels
in Native American rural populations, Pimas and urban
Mexican Mestizos (4,9). In fact, the sole presence of the
C230 allele explains ~4% of the HDL-C level variation in
these populations, which is higher than the variation explained
by any other SNP associated with HDL-C levels identified
through genome-wide scans in Europeans and Indian Asians
(9). This is consistent with both in silico (PANTHER
subPSEC score —4.27) and in vitro evidence confirming that
the R230C variant is functional (27% decrease in cholesterol
efflux) (22). The functional effect is significant, but mild com-
pared with the 7/091 allele previously identified in Tangier
patients (32).

Environmental factors and further genetic variation (within
ABCAI or other genes) may play a relevant role in the associ-
ation of the C230 allele with other metabolic traits. Lower
total cholesterol and triglyceride levels were found in C230
carriers only in Pimas and Mayans. In addition, the C230
allele was associated with higher BMI in Mexican native
groups, but not in the Pima Indians. Moreover, a gender
effect was observed, as the association of R230C with
higher BMI was more significant in males. Interestingly, in a
previous study, a transcription factor 7-like 2 (7CF7L2)
gene haplotype (HapA) with evidence of positive selection
was also associated with higher BMI only in male individuals
(33). Further studies are required to confirm the role of R230C
in these metabolic and other fat storage-related traits such as
non-alcoholic fatty liver disease, which is highly prevalent
in Hispanic populations (34,35).

The C230 allele has also been associated with T2D in the
Mexican-Mestizo population (5). The overall frequency of
T2D in most Mexican native groups was also high (11.3%);
however, the study design was not appropriate for a case—
control association in these groups. Interestingly, the R230C
was only marginally associated with T2D in Pimas (P =
0.06) despite the large sample size and the previous finding
that HDL-C concentrations in non-diabetic Pima Indian
women were negatively associated with the development of

T2D (36). Impaired ABCA1 function causes cholesterol
accumulation in beta cells in animal models, suggesting that
beneficial reductions in plasma lipids may limit the extent of
beta cell damage and could partially mask glucose homeosta-
sis disturbances (37). The highly significant association of
R230C with reduced total cholesterol and triglyceride serum
levels observed in Pimas may be one of the factors explaining
this marginal association. The role of R230C as a risk allele for
T2D in Mexican native groups and its interaction with
environmental factors requires further analysis.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first
report of a common functional variant exclusive to Native
American and descent populations associated with low
HDL-C levels and other metabolic traits. We present several
lines of evidence in favor of positive selection for the
R230C allele possibly contributing to the adaptive evolution
of Native American populations and providing insight into
the genetic etiology of currently prevalent metabolic disease.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

The study included a total of 4405 adult individuals from 36
different Native American groups and 863 Europeans and
Asians. All Mexican and South American natives and their
ancestors (two generations) were born in the same community
and spoke their own native language. Field research was con-
ducted by multidisciplinary teams.

Ethics statement

This study was conducted according to the principles
expressed in the Declaration of Helsinki and was approved
by the Ethics Committees of all participant institutions. Par-
ticipants provided written informed consent. Local authorities
gave their approval to participate in the study, and a translator
was used as needed.

Anthropometric and biochemical analyses

Anthropometric and metabolic parameters were available for
2563 Pimas, 1016 Mexican and 157 South American native
individuals (Supplementary Material, Table S4). The Pima
subjects included are part of an ongoing longitudinal study
of the etiology of T2D in the Gila River Indian community
in Central Arizona (38). All biochemical measurements in
1050 Mexican natives and Kichwas (from Ecuador) were per-
formed by the INCMNSZ with commercially available stan-
dardized methods as described by Villarreal-Molina et al.
(4). Biochemical parameters of Parkatejé individuals have
been previously described (39). T2D and HA were defined
according to the American Diabetes Association and National
Cholesterol Education Program (NCEP) criteria, respectively
(40,41).

DNA sequencing of the ABCAI gene

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leuko-
cytes. The 50 exons and proximal promoter region of the
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ABCAI gene were amplified in samples from six individuals
(two R230R, two R230C and two C230C) as described pre-
viously (8). Amplicons were sequenced using ABI PRISM
BigDye Terminators version 3.1 on an ABI 3100 automated
sequencer according to the manufacturer’s protocol (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

SNP genotyping

The R230C variant and 23 SNPs spanning an 800 kb region
were genotyped using TagMan assays (ABI Prism 7900HT
Sequence Detection System; Applied Biosystems). The 23
SNPs were selected from the HGDP for being informative in
Native American populations and were genotyped in 10
Kichwa, 7 Nahua and 3 Zapotec trios (mother—father—off-
spring). The names and chromosomal position of all SNPs
analyzed are given in Supplementary Material, Table S5. Gen-
otyping call rate exceeded 95% per SNP, and no discordant
genotypes were observed in 40 duplicate samples. Deviation
from Hardy—Weinberg equilibrium was not observed for
any SNP.

Generation of R230C variant constructs and cell lines

Polyclonal stable cell lines expressing the ABCAI R230C
variant were generated using the Flp-In system (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) as described previously (42). The gener-
ation and detailed biochemical characterization of many of
these cell lines are described elsewhere (43). Briefly, the
R230C variant was generated by PCR-based site-directed
mutagenesis using the primers 230F,5-GAGCGAGTACTT
TGTTCCAACATG and 230R,5-CATGTTGGAACAAAGT
ACTCGCTC and cloned into pcDNAS/FRT (Invitrogen).
The plasmid was completely sequenced prior to transfection
into 293 Flp-In cells. The M1091T ABCAl mutation pre-
viously identified in Tangier patients was used as control (32).

Cholesterol and phospholipid efflux assay

Efflux experiments were performed as described previously
(42). Briefly, cells were loaded with 1 nCi of [*H] cholesterol
or 2 wCi of [°H]-choline (Amersham Biosciences, Little Chal-
font, Buckingham, UK) for 24 h. The following day, the
medium was removed and replaced with serum-free medium
containing 5 mg/ml delipidated bovine serum albumin
(Sigma, St Louis, MO, USA). After 1h of incubation,
20 pg/ml human ApoAl (Athens Research and Technology,
Athens, GA, USA) was added for 4 h. For cholesterol efflux,
the medium was collected and cells were lysed in 0.1 N
NaOH/0.1% SDS. For phospholipid efflux, the [*H]-choline/
phospholipids/ApoAl in the medium was collected by immu-
noprecipitation with ApoA1l antibody and cells were digested
for protein assay. The radioactivity in the samples was quan-
tified by scintillation counting. Cholesterol efflux is expressed
as a percent of counts in medium over total (medium + cells).
Phospholipid efflux is expressed as counts of the immunocol-
lected [*H]-choline/phospholipid/ApoAl normalized to cell
protein. Data are expressed as percent of the ApoAl-
dependent efflux induced by wild-type ABCAI. Significance
was calculated using a one-way ANOVA test with a
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Newman—Keuls post-test using GraphPad Prism 4 software
(San Diego, CA, USA). ABCA1 expression was determined
by western blotting as described previously (44), using anti-
ABCAI1 or anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) antibodies (Chemicon, Temecula, CA, USA).

Statistical analyses

Population genetics. Allele and genotype frequencies, Hardy—
Weinberg equilibrium and AMOVA were calculated using
Arlequin 3.11 software (45). The linguistic classification of
Native American languages was adopted from Campbell
(46). Network analyses of haplotypes from HapMap, Mexican-
Mestizo and Native American population data were performed
using a median-joining and maximum-parsimony method
(Network 4.510 software) (47).

Positive selection tests. The LRH test was applied to examine
the decay of LD (Sweep software) (48) within an 800 kb
region flanking R230C using data obtained from the 20
Native American trios described earlier. LD decay was then
compared with LRH data generated elsewhere covering a
total of 24 Mb of the genome in Native American populations
(49). To further explore the presence of positive selection sig-
natures in the ABCAI region, the iHS was estimated as
described previously (50,51), using publicly available geno-
type data for ~650 000 SNPs genome-wide distributed in
five Native American groups from the HGDP (52). With an
approach similar to that described by Nielsen et al. (53) to
detect regions with aberrant allele frequency spectra (test 1),
we applied a composite likelihood test to detect regions with
aberrant ‘iHS spectra’. We first categorized |iHS| in bins of
size 0.1 and then estimated the probability of observing an
SNP in each bin, both in the whole-genome data set (back-
ground distribution) and in each 31-SNP sliding window
over the whole genome. Two composite likelihoods were esti-
mated for each window, multiplying the probability of observ-
ing each SNP in the window, by either the probability of
observing the SNP in the genome-wide background or that
estimated from the window. A log-likelihood ratio was then
estimated comparing both likelihoods, where extreme values
indicate unusual iHS patterns compared with the rest of the
genome.

Associations with HDL-C and metabolic traits. Associations
of R230C genotypes with HDL-C and other metabolic traits
were tested using linear regression models (assuming an addi-
tive model) adjusting for covariates including age, sex and
BMI (SPSS, version 15.0, statistical package; Chicago, IL,
USA). All variables tested were log-transformed for the analy-
sis. Combined association tests were conducted using a
Mantel—Haenszel-like model (54). The combined estimated
effect was computed as a weighted average of the individual
estimated effects using weights proportional to the inverse of
the standard errors squared (33).

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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