UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE MEDICINA

IDENTIFIQACION DE GENES ASOCIADOS A LA VARIACION DE LOS NIVELES
PLASMATICOS DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (C-HDL) A
TRAVES DEL ANALISIS DE EXPRESION GENICA

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. EN C. LEONOR JACOBO ALBAVERA

DIRECTOR DE TESIS
DR. SAMUEL CANIZALES QUINTEROS
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE TUTOR
DR. JAIME MAS OLIVA
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
DR. ARMANDO TOVAR PALACIO
FACULTAD DE MEDICINA

MEXICO, D. F. ENERO DE 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Este trabajo fue realizado en la Unidad de Biologia Molecular y Medicina Gendmica
perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ) y al Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM).



DEDICATORIAS

A mis padres, por darme la vida, su amor y su apoyo incondicional en todo
momento, porque en gran parte gracias a ellos he llegado a ser la mujer y
profesionista que soy ahora.

A toda mi familia, por mantenerse unida y por ensefiarme cada uno de sus
integrantes siempre algo nuevo, en especial a mi hermano por su amor y apoyo
incondicional.

A mi esposo, por su amor, su apoyo, su comprension y su sabiduria. Gracias Ambar
por compartir conmigo éste y todos mis proyectos de vida.

A mis amigos, que han compartido conmigo su esencia, me han apoyado en todo
momento y me han dado la oportunidad de aprender de cada uno de ellos.

A la UNAM vy a todos los profesores, que con su sabiduria me han ensefado el
fascinante mundo de la ciencia.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Samuel Canizales Quinteros por su apoyo, su confianza y por compartir
conmigo su experiencia y conocimiento para la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Jaime Mas Oliva y al Dr. Armando Tovar Palacio por formar parte de mi comité
tutoral y por su valiosa asesoria durante la realizacion de este proyecto.

A la Dra. Ma. Teresa Villarreal Molina por su apoyo en la revision critica de esta tesis.

A la Dra. Sandra Romero Hidalgo por su apoyo en el andlisis estadistico de los
resultados de este trabajo.

A la Dra. Ma. Teresa Tusié Luna, por ser la jefa de la Unidad de Biologia Molecular y
Medicina Gendmica, donde se realizd la parte experimental de este trabajo.

Al Biol. Salvador Ramirez Jiménez por su apoyo en el area técnica de este proyecto.

A todos mis compafieros y amigos del Laboratorio 3 en la Unidad de Biologia
Molecular y Medicina Gendmica, por el trabajo en equipo para la captacion de las
muestras utilizadas en este proyecto y por los grandes momentos que hemos
compartido.

A los miembros del jurado: Dr. Daniel Pifiero Dalmau, Dr. Samuel Canizales
Quinteros, Dr. Emilio Rojas del Castillo, Dr. Gonzalo Castillo Rojas y Dra. Martha E.
Pérez Armendariz, por su revision y asesoria en la escritura de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) y a la Fundaciéon TELMEX,
por las becas recibidas para la realizacién de mis estudios de Doctorado.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS..........oovueiiiiieeiaeiieies s 1

INDICE DE TABLAS.........ooeceeeeeeeeeeeteeeeeseeees e es s sasess s ansenees 1

INDICE DE TABLAS SUPLEMENTARIAS.........oeeeeeeeeeeseeeeseeeeeeeeeeeees e eee e 2

RESUMEN........cetiiii ittt ettt ettt e e e s e e e e ere e e e e sa e e e e e e e easeeeeeannaaeeeeeassnnenans 3

ABSTRACT ..ottt ettt e e et e e e e e et e e s be e e e e enaaateeeeannnnaeaeeeanrnreaeeeanen 4

ABREVIATURAS. ...ttt ettt e ettt e e e e e e e e e e s e e e e e e s nee e e e eannneneens 5

L- INTRODUCCION.......oovumivirieiiesissiseieessssssss s s ssnss s 6
1. Epidemiologia del colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (C-

HDL) 1ot ee e eee s ee s en e en e 6

2. Funciones y metabolismo de 1as HDL..........ccccooiiiiiiiii e 7

3. Relacion de las HDL con diversos trastornos metabdlicos...............ccceue.... 14

4. Factores que modulan los niveles de C-HDL..........ccccceviiiiiiniiiinciniineeeees 15

4.1 Factores ambientales...........ccooiioiiieiiee e 15

4.2 Factores geNELICOS.........cceiueiereceiiie et sttt 15

5. Estrategias para la identificacién de genes que regulan los niveles de C-

1 SRR 16

5.1 Estudios de genes candidato..........cccceerueeiiiiiiiiiiie e 16

5.2 Estudios de asociacién del genoma completo (GWAS)........c.cccveeneee 16

5.3 Secuenciacion de genes en individuos con fenotipos extremos........... 17

5.4 Estudios de expresion géniCa...........ccvievveiuerirereireeesiereeeere e 18

IL.- JUSTIFICACION.......ovuvetienisiieiseisessses st 21
TIL- HIPOTESIS. .....ooocvoiieeierieeiissessssses sttt 23
L 1 I Y 1 TR 23
V.= METODOLOGIA. ..o e 24
1. Poblacién de estudio: grupos con niveles extremos de C-HDL.................... 24

2. Extraccidn de RNA para microarreglos............ccceueivevieveesieeesiereieseeveeeereenen, 24

3. Analisis de la expresidon génica mediante microarreglos...........c.ccccccveuve..... 25

G T8 A [ ol (0 T= £ =T | (o 1= ST RPRR 25

3.2 Andlisis estadistico de los microarreglos.............cccccevevevieciieeseereenene 26

Vi



4. Validacion de los resultados de los microarreglos mediante PCR en tiempo

1= ] RSP USPR 26

5. Andlisis de expresion de los genes Vanina 1 (VWNI) y Cubilina (CUBN) en
PODIACION INFANEl.......cvieiiiciee e 27
5.1Poblacion de estudio...........cc.cveuiieiiiiiieccecee e 27
5.1.1 Determinacion de parametros bioquimicos y antropométricos.... 28
5.2 EXtraccion de RNA..........c.oooi ittt 28
5.3Analisis de la expresion del gen VVNL..........cccccoevveeiceeeceeeeeeeee 29
5.4EXtraccion de DNA.........c.ocoiiuiiiie e 30
5.5Genotipificacién de la variante G-137T del promotor de VVNL.............. 30
5.6 Genotipificacion de 10 marcadores de ancestria...........ccoceoveeeeeeeeeeieenas 31
5.7 Andlisis de la expresion del gen CUBN.............coeeveeeeeeeceieeeeeeeens 31
5.8 Secuenciacion de la regién promotora del gen CUBN...........ccccceeevenns 32
5.8.1 Genotipificacion de la variante T-405A del promotor de CUBN... 32
5.9 Analisis €StadiStiCO...........ccueiiuiiieiiiecceee e 33
VL= RESULTADQOS.......eeeeee ettt e ettt e e e e ree e e e et e e e e s sn e e e e nnnnae e e e e anneeeeens 35
6.1 Estudio de la expresion génica mediante microarreglos.............ccccuveueee.. 35
-Caracteristicas de los grupos con niveles extremos de C-HDL.................... 35
-Andlisis de redes de interaccidn bioldgica............ccceeveveeieceiriceieiee e 37

-Validacién de los resultados de los microarreglos mediante PCR en

L= 0] oI == | SR 38
6.2 Analisis de la expresion del gen VANL...........ccceeeeeeeeeieeeieceeee e 39

-Variante G-137T y su asociacion a los niveles de expresién del gen VNI

y a distintos parametros metabolicos...........cocoeveeieeeeeeeieeee e, 42
6.3 Andlisis de la expresion del gen CUBN............c.cccceveveeeceeecieeeeee e 45

-Secuenciacion de la regidn promotora del gen CUBN............cccccveeeuenne... 47

-Variante T-405A y su asociacion a los niveles de expresion del gen CUBN

y a distintos parametros metabdlicos............ccceeviviiiiieiece e 48
VII.- DISCUSION DE RESULTADOS. .......veiveeeeeeeeeeeseeeeseeeeeseseeseseseseesessesesseseseeneees 51
VIIL.-CONCLUSIONES. ..o ttie ettt s ettt e e e s e e e e erae e e e e e nnnnnaeeeeennnens 60
) O o o 2 o O I A TS 61
Xom REFERENCIAS. ...ttt e e e et e e s esnae e e e e ennnnneeeeeennnee 62

Vil



XI ANEXQOS...... e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaaa s 75
- Articulo publicado...........ccveiiieieee s 80

viii



Figura 1.
Figura 2.

INDICE DE FIGURAS

Transporte reverso del colesterol...........ccoiiiiiiiiiieee e
Mapa de calor mostrando la correlacion entre los niveles de expresion de
los genes identificados y la clasificacion de las muestras en base a los
NIVElES de C-HDL.........ouiiiiiiiieii e

Figura 3. Efecto de la variante G-137T sobre los niveles de expresion del gen

Figura 4.

VNI en niflos MeXicanos PrepUbEIES..........c.covvecveeieeeeeecreeeeeeeeeiveeeveens

Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante T-405A...

Figura 5. Efecto de la variante T-405A sobre los niveles de expresion del gen

Tabla 1.

Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.
Tabla 7.

Tabla 8.

CUBN €N NINOS MEXICANOS. .. . eeeeeeeee et eeeaaaaaeaeessesaesaeeeereeeeeennnes

INDICE DE TABLAS
Parametros antropométricos y bioquimicos de los nifios analizados por
Lo o= 5 =T | (o1 PSRRI
Genes con valores de P mas significativos en el analisis de microarreglos...
Andlisis por PCR en tiempo real de los genes con mayor significancia en
[0S MICTOAITEQIOS. ...eeiieiiieeeeeee e e e e e eaeeeaaeeas
Parametros bioquimicos y antropométricos de acuerdo al género de la
poblacion de estudio del gen VANI.........oooe o
Correlacion de los niveles de expresidon de VANNI en leucocitos con los
fenotipos MEetabOliCos...........co.ooveeeueeeeee e,
Asociacion de la variante G-137T con los parametros metabdlicos.............
Parametros bioquimicos y antropométricos de acuerdo al género de la
poblacion de estudio del geN CUBN..........ueeeeeeeeeeeeee et
Correlacion de los niveles de expresion de CUBN en leucocitos con los

fenotipos MetabOliCos...........cviiiicieiece e

Tabla 9. Asociacién de la variante T-405A con los parametros metabdlicos..............

36

43
48

35
38

40

41
44

46



INDICE DE TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Oligonucledtidos y sondas empleados para el analisis de
los genes con la expresion diferencial mas significativa en los microarreglos........... 75
Tabla suplementaria 2. Oligonucledtidos empleados en la secuenciacion del
PrOMOLOr Ael QBN CUBN.......coeiiiiieeee ettt a e 76
Tabla suplementaria 3. Genes subexpresados con un FC < -1.50y P < 0.05........... 77

Tabla suplementaria 4. Genes sobreexpresados con un FC > 1.50y P < 0.05......... 78



RESUMEN

Los niveles bajos de colesterol asociado a las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL),
condicién conocida como hipoalfalipoproteinemia, es la dislipidemia mas comun en nifios
y adultos mexicanos, y es modulada por factores genéticos y ambientales. Existen pocos
estudios de expresion génica global para la identificacion de loci asociados a rasgos
cuantitativos (eQTLs) para los niveles de C-HDL. Estos estudios han identificado algunos
genes asociados a los niveles de C-HDL que no habian sido previamente reportados en
los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS). Tal es el caso de Vanina 1
(VNNI), un gen que mostré una correlacion significativa con los niveles de C-HDL en
linfocitos de adultos México-americanos y cuya variante en promotor (G-137T) se asoci6
a la expresion del gen y a los niveles de C-HDL. El objetivo del presente estudio fue
identificar genes asociados a la variacion de los niveles de C-HDL a través del analisis de
expresion génica en poblacion infantil mexicana. El estudio de expresion génica global
en grupos con niveles extremos de C-HDL permitié identificar 34 genes con expresion
diferencial significativa. Aun cuando VV/WNI no presentd una expresion diferencial en los
microarreglos, el analisis de su expresion en 224 nifios de poblacion general infantil
mostré una correlacién positiva con los niveles de C-HDL (r=0.220; P=0.017) y una
correlacion negativa con el z-score del IMC (r=-0.225; P=0.015) particularmente en las
nifas. El genotipo TT de la variante G-137T se asocio significativamente con una menor
expresion de VANI (P=2.9 x 10™), niveles méas bajos de C-HDL (B=-6.19, A=0.028) y
un mayor z-score del IMC (B=0.48, P=0.024) en la muestra total. La expresion de
CUBN, uno de los genes mas significativos en el microarreglo, correlacion6
positivamente y de manera significativa con los niveles de C-HDL en una muestra de
poblacién infantil (P=9.2x10). Se identific6 una variante en el promotor de este gen
(T-405A) asociada significativamente a su expresion (P=2.5 x 10°), pero no a los
niveles de C-HDL. En conclusion, el analisis de patrones de expresion génica global en
nifios con niveles extremos de C-HDL permitié la identificacion de genes, como CUBN,
asociados a los niveles de este rasgo. Aun cuando la relevancia de CUBN en la
modulacion de los niveles de C-HDL ha sido documentada en modelos animales, este es
el primer estudio en el que se muestra la correlacion entre su expresion y los niveles de
C-HDL en humanos. Los niveles de expresion del gen VANI y la variante G-137T se
asociaron a los niveles de C-HDL, en nifias prepuberes mexicanas. Sin embargo, se
requieren estudios adicionales con un tamafio de muestra mayor para confirmar estos
hallazgos.



ABSTRACT

Low plasma levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), a condition
known as hypoalphalipoproteinemia, is the most common dyslipidemia in Mexican
children and adults, modulated by both genetic and lifestyle factors. Relatively few
genome-wide quantitative gene expression studies identifying expression quantitative
trait loci (eQTLs) for HDL-C levels have been reported. Interestingly, these studies have
identified some genes associated with HDL-C levels not previously associated with this
trait by GWAS. In this regard, Vanin 1 (VNNI) gene expression levels were reported to
show the strongest correlation with HDL-C concentrations in lymphocytes of Mexican-
American adults, and the functional G-137T polymorphism (rs4897612) was associated
with both VANNI expression levels and HDL-C concentrations in this population. We aim
to identify genes associated with HDL-C levels through gene expression analysis in
individuals with low and high plasma levels of HDL-C. Global gene expression analyses in
groups with extreme HDL-C levels identified 34 genes with significant differential
expression. Although VYNNI did not show differential expression on microarray analysis,
VNNI expression showed a positive correlation with HDL-C levels (r=0.220; P=0.017) in
Mexican prepubertal children and a negative correlation with BMI z-score (r=-0.225;
P=0.015) particularly in girls. The TT genotype was significantly associated with lower
VYNNI mRNA expression levels (P=2.9 x 10°), decreased HDL-C levels (B=-6.19,
P=0.028) and with higher body mass index (BMI) z-score ($=0.48, P=0.024) in the total
sample. CUBN was one of the genes showing most significant differential expression
and was analyzed in a distinct cohort of Mexican children; its expression had a positive
and significant correlation with HDL-C levels (P=9.2x107°). We identified a variant in the
CUBN promoter that was significantly associated to CUBN expression (P=2.5 x 10°) but
not with HDL-C levels. In conclusion, global gene expression analyses in groups with
extreme HDL-C levels allowed the identification of genes associated with this parameter.
Although the role of CUBN in the modulation of HDL-C levels has been documented in
animal models, this is the first study that shows correlation between CUBN expression
and HDL-C levels in humans. VWNI gene expression and the G-137T variant are
associated with HDL-C levels in Mexican children, particularly in prepubertal girls.
However, these results should be interpreted with caution and further studies with larger
samples sizes are required to confirm these findings.
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I.- INTRODUCCION

1. Epidemiologia del colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL).

La presencia de niveles bajos de colesterol asociado a las lipoproteinas de alta
densidad (C-HDL, High Density Lipoprotein Cholesterol) es una condicion conocida como
hipoalfalipoproteinemia y se define como niveles de C-HDL menores de 35 mg/dL en
hombres y menores de 45 mg/dL en mujeres (von Eckardstein y cols., 2001). En el caso
de los nifios, el Panel de Expertos en Instrucciones para la Salud Cardiovascular y
Reduccion del Riesgo en Nifios y Adolescentes define a la hipoalfalipoproteinemia como
C-HDL<40 mg/dL (Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and
Risk Reduction in Children and Adolescents, 2011).

La hipoalfalipoproteinemia es una dislipidemia comun en la poblacion infantil,
adolescente y adulta en México (Flores-Dorantes y cols., 2010; Posadas- Sanchez y
cols., 2007; Aguilar-Salinas y cols., 2001); particularmente se ha reportado que esta
presente en mas del 50% de la poblacién adulta mayor a 20 afios (46.2% para los
hombres y 28.7% para las mujeres; C-HDL<35 mg/dL) siendo ésta una de las
prevalencias mas altas a nivel mundial (Aguilar-Salinas y cols., 2001). En la Encuesta
Nacional de Salud y Evaluacion de la Nutricibn de Estados Unidos del periodo 2009-
2010, se reporté que los adultos mayores de 20 afios presentaban una prevalencia de
niveles bajos de C-HDL (<40 mg/dL para ambos géneros) de 31.4% en los hombres y
de 11.9% en las mujeres (Carroll y cols., 2012). En un estudio transversal realizado del
2008 al 2010 en individuos espafioles mayores de 18 afios se observo que el 25.5% de
los hombres presentaron niveles bajos de C-HDL (<40 mg/dL) y en el caso de las
mujeres fue un 26.4% (C-HDL<50 mg/dL) (Guallar-Castillon y cols., 2012). Se ha
reportado que en algunas poblaciones asiaticas asi como en la mexicana, se presentan
altas prevalencias de niveles bajos de C-HDL: en un estudio realizado en poblacién turca
adulta joven (30-39 afios), la prevalencia de hipoalfalipoproteinemia (C-HDL<40 mg/dL
en hombres y <50 mg/dL en mujeres) fue de 35.1% en hombres y 13.7 en mujeres
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(Soysal y cols., 2005); en un estudio de poblacion de Pakistan y de Bangladesh de 25 a
74 afos se reportd una prevalencia de niveles bajos de C-HDL (<35 mg/dL) en los
hombres de 30% y 52%, respectivamente, y de 14% y 21% en las mujeres (Bhopal y
cols., 1999). En un estudio reciente se reporté que en poblacién de la India de 18 a 75
anos, la prevalencia de la hipoalfalipoproteinemia (C-HDL<40 mg/dL en hombres y <50
mg/dL en mujeres) fue de 34.1% en hombres y 35.1% en mujeres (Gupta y cols.,
2012). Finalmente, se ha reportado que en varios paises latinoamericanos también se
presentan altas prevalencias de niveles bajos de C-HDL (<40mg/dL para ambos
géneros); ejemplo de ello es Venezuela, donde la prevalencia es de 52.2%, Colombia

con 45.6% y Peru con un 56.9% (Vinueza y cols., 2010).

Diversos estudios epidemioldgicos, farmacoldgicos y en modelos animales han
mostrado que las concentraciones anormales de lipidos y lipoproteinas en plasma
favorecen el desarrollo y la evolucion de la aterosclerosis (Grundy y cols., 1999) y
particularmente existe evidencia de que las concentraciones de C-HDL tienen una fuerte
correlacion inversa con el riesgo de enfermedad arterial coronaria (Lewington y cols.,
2007; von Eckardstein y cols. 2001); se ha reportado que un incremento de 1 mg/dL en
los niveles de C-HDL se asocia a una disminucién de un 2 a un 3% en el riesgo de
enfermedad arterial coronaria en hombres y mujeres, respectivamente (Linsel-Nitschke
y Tall, 2005; Toth, 2005).

2. Funciones y metabolismo de las HDL.

Las HDL son un grupo heterogéneo de particulas constituidas por un nucleo con
colesterol esterificado y triglicéridos, rodeado de una capa anfipatica de colesterol libre,
fosfolipidos y apolipoproteinas (Klos y cols., 2007). Las apolipoproteinas mas
abundantes en las HDL son ApoAl y ApoA2; ApoAl esta presente en la mayoria de las
particulas de HDL y representa aproximadamente el 70% de su contenido proteico (Joy
y Hegele, 2008).



Las HDL tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas,
contribuyen al mejoramiento de la funcion endotelial y tienen una participacion esencial

en el transporte reverso del colesterol (Ansell y cols., 2005; Tabet y Rye, 2009).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales incluyen al anidon superoxido
O,, al anién hidroxilo (H,0,) y al peroxinitrito (ONOO’), son subproductos del
metabolismo del O, altamente reactivos que tienen un papel importante en la etiologia
de las enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis (Collin y cols., 2007;
Bonomini y cols, 2008). Normalmente la tasa de produccion de ROS se mantiene
balanceada por la tasa de eliminacion; sin embargo, un desequilibrio entre la produccién
oxidante y la capacidad antioxidante, un fenémeno conocido como estrés oxidativo, esta
asociado con el dafio vascular observado en la aterosclerosis (Heitzer y cols., 2001). Se
han realizado diversos estudios que sugieren que las HDL tienen propiedades
antioxidantes, las cuales puede proteger contra el dafio oxidativo en la aterosclerosis.
Este efecto benéfico de las HDL ha sido atribuido a las enzimas paraoxonasa 1 (PON1) y
a la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas (PAF-AH), conocida también como
fosfolipasa A, asociada a las lipoproteinas (Lp-PLA), presentes en la superficie de las
HDL (Forte y cols., 1999; Ng y cols., 2005; Moren y cols., 2008). Las HDL pueden
aceptar e inactivar fosfolipidos oxidados provenientes de las membranas celulares asi
como de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), mediante la participacién de las
enzimas PON1 y PAF-AH (Klimov y cols., 2001). La enzima PON1 es una enzima
dependiente de calcio asociada a las HDL que cataliza la hidrolisis de los peréxidos de
lipidos y previene su acumulacion en las LDL; esto involucra la interaccién de un grupo
sulfhidrilo libre en la PON1 con los fosfolipidos oxidados, los ésteres de colesterol
oxidados y la lisofosfatidilcolina en las LDL oxidadas (Aviram y cols., 2005). La enzima
PAF-AH, una esterasa de serina independiente de calcio, protege contra la oxidacion de
las LDL mediante la hidrolisis de los fosfolipidos oxidados con cadenas cortas de acilo
(Karabina y cols., 1997).



Las HDL inhiben la inflamacion asociada al desarrollo de la placa aterosclerotica.
Bajo condiciones normales, el endotelio es resistente a la adhesion leucocitaria. Sin
embargo, los estimulos proinflamatorios, tales como una dieta alta en grasas saturadas,
la hiperglucemia, la hipercolesterolemia, la obesidad, la resistencia a la insulina e
hipertension, activan el endotelio incrementando los niveles de citocinas circulantes,
tales como IL-1 (Interleukin-1) y TNF-a (Tumour necrosis factor-o) (Han y cols., 2002;
Okopien y cols., 2005). Esto conduce a una sobreexpresién endotelial de moléculas de
adhesion como ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion molecule-1), selectina-P y selectina-E y facilita la captura y adhesion de los
leucocitos, incluyendo monocitos, a la superficie endotelial (Ley y cols., 2007). Se ha
reportado en diversos estudios realizados /n vitro e in vivo que las HDL inhiben la
expresion endotelial de estas moléculas de adhesion y previenen el reclutamiento de
monocitos a la pared arterial (Cockerill y cols., 1995; Calabresi y cols., 1997; Clay y
cols., 2001; Nicholls y cols., 2005).

Se ha reportado que la agregacion plaquetaria esta inversamente correlacionada
con los niveles de HDL en humanos, sugiriendo asi que las HDL tienen funciones
antitrombdticas (Mineo y Shaul, 2012). La inhibicién de la agregacion plaquetaria ha
sido observada con infusiones de ratas que presentan ApoAl Milano, una forma
mutante de ApoAl que ocurre naturalmente como resultado de una sustitucién de una
arginina en la posicion 173 por una cisteina, y con la administracion de HDL
reconstituidas (rHDL) a humanos; estos resultados han demostrado que las HDL inhiben
la agregacion plaquetaria /n vivo (Pajkrt y cols., 1997; Li y cols., 1999). Existe evidencia
de una gran variedad de mecanismos por los cuales las HDL protegen contra la
trombosis arterial y venosa, incluyendo la activacién de la sintesis de prostaciclinas; sus
propiedades antitrombdticas también estan relacionadas con la disminucion de la
expresion de factores tisulares y selectinas, con la finalidad de inhibir la generacion de
trombina a través de la ruta de la proteina C y asi, directa e indirectamente, reducir la

activacién plaguetaria (Mineo y cols., 2006).



La produccién endotelial de ROS, especialmente de O, y su rapida reaccion con
el 6xido nitrico (NO), para generar ONOO", un potente oxidante y mediador del dafio
vascular, es un mecanismo clave en el desarrollo de la disfuncion vascular en la
aterosclerosis (Drew y cols., 2004). Se ha sugerido que algunos de los efectos
cardioprotectores de las HDL sobre las paredes vasculares son mediados por el
incremento de la actividad de la sintasa endotelial de o6xido nitrico (eNOS) y la
produccion subsecuente de oxido nitrico (Drew y cols., 2004; Mineo y Shaul, 2012); esto
puede prevenir la progresion de las lesiones aterosclerdticas mediante la inhibicion de la
vasoconstriccion, la proliferacién de células de musculo liso vascular y la adhesion de

monocitos al endotelio (Channon y cols., 2000).

El transporte reverso del colesterol (TRC) es uno de los principales mecanismos
por el cual las HDL protegen contra la aterosclerosis. EI TRC es el proceso por el cual el
colesterol que se encuentra en las células periféricas, incluyendo los macréfagos que se
encuentran en la pared arterial, es transportado hacia el higado para ser eliminado por
via biliar (Figura 1) (Taskinen, 2003; Lewis y Rader, 2005). Este proceso inicia con la
interaccion de la proteina transmembranal ABCA1 (ATP-Binding Cassette Transporter
Al) y la apolipoproteina A1 (ApoAl), una molécula aceptora del colesterol, promoviendo
el eflujo de colesterol y fosfolipidos hacia las HDL nacientes. El colesterol es esterificado
por la enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), la cual transforma al colesterol
en una molécula mas hidrofébica; los ésteres de colesterol abandonan la superficie de la
lipoproteina para situarse en el interior de la particula, aumentando su tamafio y
formando particulas de HDL maduras. En los macrofagos, el colesterol libre es
esterificado y transportado también a través de la proteina transmembranal ABCG1
(ATP-binding cassette transporter G1), directamente hacia las HDL maduras (Figura 1).
El colesterol esterificado puede ser intercambiado por triglicéridos presentes en
lipoproteinas que contienen apolipoproteina B-100, principalmente las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL). Este intercambio es facilitado por
la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP). Las particulas de HDL pueden
unirse al receptor basurero clase Bl (SR-BI), el cual reconoce a las HDL maduras. Estas
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particulas son captadas por el higado para su posterior excrecion (Taskinen, 2003).

Figura 1. Transporte reverso del colesterol. Apo A-l es secretada del hepatocito como una proteina con
poca cantidad de lipidos e interactia con ABCA1l en macréfagos removiendo colesterol libre intracelular
hasta tomar forma esférica de HDL madura. La particula de HDL madura participa en el transporte
reverso del colesterol interactuando con el receptor tipo basurero SR-B1 (Scavenger receptor class B
member 1) en el higado y potencialmente regenerando HDL discoidales bajas en lipidos. A su vez
interactla con el receptor SR-B1 presente en macréfagos de donde toma colesterol libre. CETP transfiere
ésteres de colesterol de HDL maduras a VLDL y LDL. CL, colesterol libre; EC, ésteres de colesterol.
(Modificado de Taskinen, 2003).

El catabolismo de las HDL puede ser dividido en dos partes: el catabolismo del
colesterol asociado a las HDL (C-HDL) y el catabolismo de la apolipoproteina Al
(ApoAl). El 6rgano con mayor captacion de C-HDL es el higado; esta captacion, como
se menciond anteriormente es mediada por el receptor SR-BI; este receptor promueve

la captacion hepética de C-HDL, tanto esterificado como no esterificado, sin intervenir
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en la degradacion de las apolipoproteinas de las HDL, un proceso conocido como
captacion selectiva (Rader, 2006). Los estudios realizados en hepatocitos polarizados
sugieren que SR-BI participa en la internalizacion de las particulas HDL completas, con
la subsecuente remocion del colesterol y la resecrecion de particulas HDL méas pequefias
con el colesterol reducido (Silver y cols., 2001). En ratones se ha observado que la
expresién hepatica de SR-Bl es un regulador importante del TRC, ya que la
sobreexpresion de este receptor incrementa el TRC y su deficiencia lo reduce (Zhang y
cols., 2005). Esto es consistente con la evidencia de que la sobreexpresion de SR-BI
reduce la aterosclerosis a pesar de la reduccion en los niveles de C-HDL (Kozarsky y
cols., 2000). Estos datos en conjunto demuestran que el eflujo del C-HDL es mas
importante que su concentracion en estado estacionario con respecto a la aterosclerosis
(Rader, 2006).

Estudios cinéticos realizados en humanos han demostrado que la tasa de
recambio de ApoAl es mucho mas variable que su tasa de produccion y que es un valor
determinante en la concentracién plasmatica de ApoAl y de C-HDL (Lewis y Rader,
2005). Se ha establecido en diversos estudios en modelos animales que una parte
sustancial (aproximadamente un tercio) de ApoAl es catabolizada por los rifiones y el
resto es catabolizada por el higado (Rader y cols., 2006; Joy y Hegele, 2008). La ApoAl
pobre en lipidos puede ser filtrada en el glomérulo y catabolizada por las células
epiteliales del tubulo renal proximal. Cubilina es una proteina extracelular sintetizada
estas células y localizada en la superficie apical, anclada mediante otra proteina
conocida como amnionless (Moestrup y Nielsen, 2005); cubilina se une a las HDL y a
ApoAl con alta afinidad (Kozyraki y cols., 1999; Hammad y cols., 2000); e interactia
con un correceptor llamado megalina, para mediar la captacion y degradacion de ApoAl
(Hammad y cols., 2000). La HDL madura es muy grande para ser filtrada y por lo tanto
es remodelada por diversos factores, generando una particula de HDL mas pequefia y
una ApoAl pobre en lipidos. La remodelacion de la HDL consiste en la eliminacién de
colesterol esterificado, asi como la hidrdlisis de los fosfolipidos y triglicéridos; los dos
procesos mas importantes que implican la eliminacion del colesterol esterificado de las
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HDL son la transferencia a otras lipoproteinas via CETP y la captacion selectiva a través
de SR-BI; ambos procesos influyen en el recambio de ApoAl (Rader, 2006). En diversos
estudios se ha demostrado que la funcion renal alterada estd asociada a
concentraciones anormales de C-HDL y ApoAl en plasma (Cho y cols., 2008; Holzer y
cols., 2011).

Las HDL pueden ser clasificadas por su tamafio (en orden decreciente) en HDL2b,
HDL2a, HDL3a, HDL3b, HDL3c (Williams y cols., 1990). Estas subclases de HDL difieren
en sus propiedades fisicoquimicas y se ha sugerido que tienen diferentes caracteristicas
antiaterogénicas (Kontush y cols., 2003); las HDL pequefias son mejores aceptoras de
colesterol, presentan una mayor actividad antioxidante y tienen una mayor capacidad
para inhibir la expresion de moléculas de adhesion (Kontush y cols., 2003; Pérez-
Méndez y cols., 2007a). Se ha reportado que la estructura de las HDL parece ser
determinante en su metabolismo intravascular y en la remocion del compartimento
plasmatico; las HDL pequefias son catabolizadas mas rapido que las HDL méas grandes
en ratones (Lee y cols., 2004); ademas diversos estudios han sugerido que existe una
relacién entre la estructura de las HDL y el recambio de ApoAl (Carredn-Torres y cols.,
2005; Pérez-Méndez y cols., 2007b; Carredn-Torres y cols., 2009). En un estudio
reciente realizado en conejos, se reporté que una reduccién del 75% de la masa renal
por nefrectomia estuvo asociada al enriquecimiento de las subclases de HDL con ésteres
de colesterol y que las anormalidades estructurales no se relacionaron con una
disminuciéon en el recambio de ApoAl, sugiriendo que el rifidon contribuye a la
remodelacion de la HDL, ademas de ser un sitio catabdlico para las lipoproteinas
(Toledo-lbelles y cols., 2012). En otro estudio reciente se reportd que la presencia de
proteinuria esta asociada a un cambio en la distribucion del tamafio de las HDL, dirigido
hacia la abundancia de particulas grandes y subclases de HDL pobres en colesterol;
estos resultados apoyan la idea de una pérdida selectiva de HDL pequefias por el rifidn
en pacientes con proteinuria (Soto-Miranda y cols., 2012). En conjunto, estudios

demuestran el papel trascendental que tiene el rifion en el catabolismo de las HDL.
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3. Relacién de las HDL con diversos trastornos metabdlicos.

La importancia del estudio de las HDL radica en gran parte en la asociacion que
se ha reportado entre la presencia de niveles bajos de C-HDL con diversos trastornos
metabolicos que presentan anormalidades en el transporte y/o el metabolismo de
lipidos; ejemplos de estos trastornos son la obesidad (Robins, 2001), la resistencia a la
insulina (Karhapaa y cols., 1994), la diabetes (von Eckardstein y cols. 2001) y el

sindrome metabdlico (Lewis y Rader, 2005).

El Programa Nacional de Educacion en Colesterol del Panel de Tratamiento en
Adultos de los Estados Unidos (National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel 111 report (ATP 111)) identifico al sindrome metabdlico como un factor
de riesgo multiple para la enfermedad cardiovascular. ElI sindrome metabdlico se
diagnostica mediante la evaluacion de cinco criterios y la presencia de al menos 3 de
ellos: cintura >102 cm en hombres o >88 cm en mujeres; TG =150 mg/dL o
tratamiento hipolipemiante; C-HDL <40mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres;
presion arterial sistémica >130/85 mmHg o tratamiento antihipertensivo y glucemia en
ayunas = 100 mg/dL o tratamiento médico para la diabetes mellitus (Grundy y cols.,
2004). Diversas organizaciones han establecido criterios para el diagnostico de este
sindrome: la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el Programa Nacional del
Colesterol (National Cholesterol Program: NCEP) y la Fundacién Internacional de la
Diabetes (International Diabetes Foundation: IDF); la evaluacion de la presencia de
niveles bajos de C-HDL ha sido un criterio constante para el diagnéstico de este

sindrome (Bauduceau y cols., 2007).

La deteccion del sindrome metabdlico es importante porque permite la
identificacion de pacientes con riesgo de desarrollar aterosclerosis, diabetes tipo 2 y/o
comorbilidades asociadas y a aquellos sujetos con un mayor riesgo de muerte por estas

causas (Grundy y cols., 2004).
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4. Factores que modulan los niveles de C-HDL.

La regulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL es un proceso complejo en el
que participan tanto factores genéticos como ambientales (Lusis y cols., 2004; Heller y
cols., 1993).

4.1 Factores ambientales.

Se ha reportado que cerca del 40% de la variacion interindividual en los niveles
del C-HDL se debe a factores ambientales o metabdlicos (Jeffs y cols., 2006). Dentro de
los factores que se ha demostrado que disminuyen los niveles de C-HDL estan una dieta
alta en carbohidratos y/o grasas saturadas, el tabaquismo y un estilo de vida sedentario,
asi como la presencia de niveles altos de triglicéridos y de resistencia a la insulina (Tall,
1990; Jeffs y cols., 2006). En contraparte, se ha reportado en diversos estudios
realizados en distintas poblaciones sometidas a ciertos programas de entrenamiento,
que la actividad fisica promueve un aumento significativo en los niveles de C-HDL (Pil-
Byung y cols., 2011; Sheikholeslami Vatani y cols., 2011), asi como el consumo
moderado de alcohol (De Oliveira y cols., 2000). Se ha reportado que la combinacion de
una dieta baja en grasas saturadas y el aumento en el ejercicio, eleva los niveles de C-
HDL un 5-14% (Varady y Jones, 2005).

4.2 Factores genéticos.

Estudios realizados en gemelos monocigéticos y en familias reportan que de un
50 a un 70% de la variacion en los niveles de C-HDL est4 determinada genéticamente
(Qasim y Rader, 2006; Goode y cols., 2007). Dada la importancia del componente
genético en la modulacion de los niveles de C-HDL, se han disefiado diversas estrategias
para la identificacion de los genes participantes en el metabolismo de las HDL. A

continuaciéon se describe brevemente cada una de ellas.
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5. Estrategias para la identificacion de genes que regulan los niveles de C-HDL.

5.1 Estudios de genes candidato.

Un gen candidato funcional es aquel que codifica para una proteina cuya funcion
estd involucrada con el rasgo a estudiar, por ejemplo, los niveles de C-HDL y por lo cual
se considera que podria estar asociado a la modulacion de este rasgo. Ejemplo de ello
es el gen ABCA1, un transportador transmembranal muy importante en el transporte
reverso del colesterol y diversos genes involucrados también en este proceso, como el
gen de la LCAT (gen que codifica para la enzima lecitina-colesterol aciltransferasa),
CETP (gen que codifica para la proteina transferidora de ésteres de colesterol) y LPL
(gen que codifica para la enzima lipoprotein-lipasa). También existe el gen candidato
posicional o regional, es decir, aquel gen que es seleccionado por evidencia previa de
que se localiza en una region de ligamiento al rasgo estudiado (Weissglas-Volkov y
Pajukanta, 2010). Generalmente lo que se hace una vez que se identific6 al gen
candidato (funcional o posicional) son estudios de asociacion caso-control de variantes
ubicadas en estos genes candidatos. Bajo esta estrategia, solo un pequefio nimero de
genes cuentan con evidencia de réplica de su asociacion para el C-HDL en varias
poblaciones (Weissglas-Volkov y Pajukanta, 2010). Estos genes juntos explican menos
del 10% de la variacion en los niveles de C-HDL (Boes y cols., 2009), lo cual indica que

aun existe una gran porcion del componente genético de las HDLs por ser revelado.

5.2 Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS).

Los estudios de asociacién del genoma completo tienen como objetivo identificar
loci 0 genes no descritos previamente, asociados a una enfermedad o rasgo de interés.
Se basan en el HapMap (Haplotype Map; mapa de haplotipos), el cual es un catalogo de
variantes genéticas comunes que existen en los seres humanos; el HapMap describe a
estas variantes, donde se ubican en el DNA y cdmo se distribuyen entre las personas
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dentro de las poblaciones y entre las poblaciones en diferentes partes del mundo

(International HapMap Consortium, 2003).

El estudio de asociacion del genoma completo es definido como un andlisis de
asociacion genética en el cual la densidad de marcadores genéticos y los patrones de
desequilibrio de ligamiento son suficientes para capturar una gran proporcion de
variantes comunes en el genoma humano de la poblacion en estudio; el nimero de
muestras analizadas en estos estudios proveen el suficiente poder para detectar

variantes de efecto modesto (Weissglas-Volkov y Pajukanta, 2010).

A la fecha se han realizado mas de 10 GWAs para la identificacion de variantes
asociadas a los niveles de C-HDL. La mayoria de estos estudios se han desarrollado en
poblacién caucasica (Willer y cols, 2008; Kooner y cols, 2008; Kathiresan y cols., 2008;
Chasman y cols., 2008; Kathiresan y cols., 2009). Esta estrategia aun cuando ha tenido
éxito en la identificacién de genes previamente asociados a la variacion de los niveles de
C-HDL, pocos son los genes nuevos que han podido ser identificados. Ademas, se
estima que las variantes comunes encontradas mediante esta estrategia explican juntas

cerca del 25% de la variacion en los niveles de C-HDL (Dumitrescu y cols., 2011).

5.3 Secuenciacion de genes en individuos con fenotipos extremos.

La secuenciacion de genes en individuos con fenotipos extremos se basa en dos
hipotesis: la existencia de variantes raras con efectos fenotipicos grandes y una mayor
probabilidad de encontrar estas variantes en uno de los dos extremos de la distribucion
normal del rasgo estudiado. Esta estrategia permite identificar variantes posiblemente
funcionales, a través de la secuenciacion de las regiones del promotor proximal y
regiones codificantes de genes candidatos en individuos con fenotipos extremos, es
decir, en individuos con los niveles méas bajos de C-HDL (menores al percentil 5-10) y en

individuos con los niveles mas altos de C-HDL (mayores al percentil 90-95) (Cohen y
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cols., 2004; Frikke-Schmidt y cols., 2004).

Utilizando esta estrategia en poblacion mexicana, Villarreal-Molina y
colaboradores (2007) identificaron una variante con cambio de aminoéacido en el gen
ABCAL, particularmente en el grupo de sujetos con hipoalfalipoproteinemia; este cambio
no sinbnimo de una arginina por una cisteina en la posicion 230 (R230C) de la proteina
ABCAl se sabe actualmente que es exclusivo de poblaciones nativas americanas
(Acufia-Alonso y cols., 2010). Cabe mencionar que esta variante no habia sido
previamente encontrada en los GWAS, debido a que estos estudios se realizan
principalmente en poblaciones de origen europeo, lo cual descarta la posibilidad de
encontrar variantes exclusivas de poblaciones con origen nativo americano como la
poblacibn mexicana. Es por ello que se necesitan emplear distintas estrategias o la
combinacion de las mismas para identificar variantes y genes asociados a los niveles de

C-HDL en la poblacién mexicana.

5.4 Estudios de expresion génica.

La variacion en los niveles plasmaticos del C-HDL entre los individuos, puede ser
en parte, resultado de la expresién diferencial de los genes (Cookson y cols., 2009). Se
conoce poco del papel que tiene la expresion génica cuantitativa en la modulacién de

los niveles de C-HDL, asi como de las variantes genéticas que afectan dicha expresion.

Existe un namero limitado de estudios en los que se evalla la relacion que existe
entre la expresion génica en leucocitos y los niveles plasméaticos de lipidos (Ma y cols.,
2007; Goring y cols., 2007; Inouye y cols., 2010; Zeller y cols., 2010); estos estudios se
han realizado en adultos, quienes presentan un mayor tiempo de exposicion a factores
ambientales, los cuales pueden modificar considerablemente la expresion génica
(Dumitrescu y col., 2011). En el estudio de Ma y cols., se mostraron distintos patrones
de expresidén génica asociados a niveles de C-HDL, C-LDL y triglicéridos en 32 individuos

18



adultos. Los genes cuya expresion correlacioné significativamente con los niveles de C-
HDL formaban parte de vias que involucraban principalmente respuesta inmune y rutas

del metabolismo de lipidos, acidos grasos o esteroles (Ma y cols., 2007).

Los analisis de expresion génica han revelado nuevos genes de susceptibilidad
para las HDL; tal es el caso de un estudio en el que se identificaron 60 genes asociados
a la variacion de los niveles de C-HDL a través del andlisis del transcriptoma completo
en linfocitos de poblacién adulta México-americana (Goéring y cols., 2007). En este
estudio se identific6 el gen VANNI, cuya expresion correlaciond positiva y

significativamente con los niveles de C-HDL.

Los niveles de expresion génica pueden ser modificados por la presencia de
polimorfismos ubicados dentro de elementos de regulacion y por lo tanto pueden ser
mapeados como locus de rasgos cuantitativos de expresion (eQTLs, Expression
quantitative trait loci). Los analisis de eQTLs evaltan los efectos de las variantes en el
DNA como una medida de la expresion génica en una célula o un tejido (Weissglas-
Volkov y Pajukanta, 2010). De manera interesante, en estos estudios se han
identificados genes asociados al C-HDL que no habian sido previamente asociados a

este rasgo por GWAS.

En el estudio realizado por Goéring y colaboradores (2007), como se menciono
anteriormente, se identific6 al gen VANI, cuya expresion correlacion6 de manera
significativa con los niveles de C-HDL. En este estudio ademas, se encontré una variante
ubicada en el promotor de VNN, la variante G-137T (rs4897612), la cual corresponde a
un cambio de una guanina (G) por una timina (T) en la posicién 137 rio arriba del inicio
de la transcripcién del gen VNNI. A través de un ensayo de cambio en la movilidad
electroforética (EMSA) se observd que se formaban distintos complejos entre el DNA y
los factores de transcripcion dependiendo del alelo presente, es decir, la formacion de
estos complejos era alelo-especifica; asimismo, en un andlisis bioinformatico se
encontré que este cambio se ubicaba dentro de un elemento de respuesta para el factor
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de transcripcion Spl y que la presencia de la variante disminuia la afinidad de la region.

El gen VNNI codifica para Vanina 1, una proteina perteneciente a la familia
vanina (Vascular Non-Inflamatory Molecule), la cual estd constituida por tres proteinas
que presentan una alta similitud en su secuencia. VNNI se ubica junto con VNNZ'y
VNN3 en una region de 80 kb en el cromosoma 6g23-6g24 (Galland y cols., 1998;
Martin y cols., 2001) y consta de 7 exones. VNNI se expresa en bazo, timo, ganglios
linfaticos, leucocitos de sangre periférica, uretra, rifion, higado e intestino (Galland y
cols., 1998; Jansen y cols., 2009). Vanina 1 tiene un peso molecular de 57 kD y consta

de 513 aminoécidos.

Hasta el momento se desconoce el papel que tiene Vanina 1 en la regulacién de
los niveles de C-HDL, sin embargo, se sabe que esta proteina tiene actividad de
panteteinasa, es decir, escinde la panteteina en &cido pantoténico (vitamina B5) y
cisteamina, un potente antioxidante que previene la peroxidacién de lipidos (Maras y
cols., 1999; Kaskow y cols., 2012). Existe solo un estudio en ratones donde se report6 a
VNNI asociado a la presencia de obesidad, formando parte de una red genética
generada a partir de datos de expresion en higado, en la cual fue considerado como un

gen causal para esta enfermedad (Schadt y cols., 2005).
Aln cuando el gen VYNNI parece ser importante en la modulacion de los niveles

de C-HDL, hasta el momento no existen estudios en otras poblaciones que permitan

confirmar su impacto en la regulacion de los niveles de C-HDL.
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IL.- JUSTIFICACION

La poblacién mexicana presenta una alta prevalencia de niveles bajos de C-HDL,
condicion conocida como hipoalfalipoproteinemia; esta dislipidemia esta presente en
nuestra poblacion desde la infancia y es una caracteristica frecuente en individuos con
diabetes o sindrome metabdlico, condiciones asociadas a un riesgo cardiovascular

aumentado.

Los niveles plasmaticos de C-HDL son regulados por factores ambientales y
factores genéticos, contribuyendo estos ultimos entre un 50 a un 70%. A la fecha se
han utilizado diversas estrategias para identificar genes que modulen los niveles de C-
HDL; sin embargo, los genes identificados explican alrededor del 25% del componente

genético de este rasgo.

Poco se sabe del papel que tiene la expresion génica global en la modulacion de
los niveles de C-HDL; los escasos estudios en esta area se han realizado en poblacion
adulta, quienes presentan una mayor variabilidad en la exposicion a factores
ambientales que pudieran afectar los niveles de expresién. El analisis de la expresion
génica en grupos de nifios con niveles extremos de C-HDL, podria ser util para
identificar genes con una contribucion importante en la modulacion de los niveles de

esta lipoproteina.

En los estudios previos donde se ha analizado la relacion entre la expresion
génica global y los niveles de C-HDL, se han podido identificar genes que previamente
no habian sido asociados a este rasgo mediante GWAS; un ejemplo de ello es el gen
VNNI, cuya expresidn mostré una correlacion significativa con los niveles de C-HDL en
poblacion adulta México-americana. Aun cuando no existe evidencia directa del papel de
Vanina 1 en la regulacion de los niveles de C-HDL, se ha reportado que esta proteina
codifica para una panteteinasa, que produce cisteamina, un potente antioxidante que
previene la peroxidacion de lipidos. Estos hallazgos en conjunto permiten considerar a
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VYNNI como un gen candidato para la modulacion de los niveles de C-HDL y otros rasgos

metabdlicos.

A la fecha no existen estudios de expresion génica global asociada al C-HDL en
poblacién infantil, por lo cual la evaluacion de su participacion en una muestra de
poblacibn mexicana en esta etapa de la vida es de gran relevancia. Asimismo, la
correlacion de la expresion de VANI con los niveles de C-HDL reportada en adultos
México-americanos no ha sido replicada en otra poblacién y por ello resulta importante
analizar el papel de este gen en la modulacion del C-HDL en una muestra de poblacién

infantil mexicana.
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III- HIPOTESIS

La variacion de la expresion génica se asocia a los niveles de C-HDL en la

poblacién infantil mexicana.

IV.- OBJETIVOS

1. Objetivo general.

Identificar genes asociados a la variaciéon de los niveles de C-HDL a través del

analisis de expresion génica en poblacion infantil mexicana.

2. Objetivos particulares.

Realizar un analisis de expresién génica global mediante microarreglos en dos
grupos con niveles extremos de C-HDL; identificar los genes con expresion
diferencial significativa y analizar por PCR en tiempo real los genes sobreexpresados

y subexpresados con mayor significancia estadistica en los microarreglos.

Replicar en una muestra de poblaciébn general el gen cuya expresion haya sido
diferencial y mas significativa en los microarreglos y por PCR en tiempo real, asi
como secuenciar el promotor de este gen e identificar variantes que se asocien a los
niveles de expresion del mismo, a los niveles de C-HDL y a diversos parametros

bioguimicos.

Determinar la asociacion de la expresion del gen VYNNI 'y de la variante G-137T con
los niveles de C-HDL y diversos parametros bioquimicos en una muestra de

poblacién infantil.
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V.- METODOLOGIA

1. Poblacion de estudio: grupos con niveles extremos de C-HDL.

Se seleccionaron 18 nifios a partir de una muestra de 1000 participantes de las
Convivencias infantiles de Verano 2008 y 2009 organizadas para los hijos de los
trabajadores de la Secretaria de Salud, para formar dos grupos de estudio con base en
los valores de C-HDL: un grupo de 9 nifios con niveles de C-HDL por debajo del
percentil 10 (hipoalfalipoproteinemia, HipoA) y un segundo grupo de 9 nifios con C-HDL
por arriba del percentil 90 (hiperalfalipoproteinemia, HiperA). Los valores de los
percentiles del C-HDL se determinaron por edad y género. Los nifios de ambos grupos
se parearon por edad, género e IMC. Los criterios de seleccion para estos grupos
fueron: ser mexicano, edad de 6 a 10 afios, glucosa en ayuno <110 mg/dL, triglicéridos
<150 mg/dL y presentar un IMC normal (sin sobrepeso ni obesidad) de acuerdo a los
criterios de la Encuesta Nacional de Salud del 2006 (ENSANUT, 2006). El tamafio de
muestra calculado para un poder estadistico del 80% fue de 7 nifios por cada grupo
(Yang y cols, 2003).

2. Extraccion de RNA para microarreglos.

La extraccién de RNA se realizd a partir de los leucocitos utilizando el método de
isotiocianato de guanidina y fenol-cloroformo. Para eliminar los residuos de DNA, se hizo
un tratamiento con DNasa (Roche) e inhibidor de RNasa (Roche) y se llevo a cabo una
reextraccion con el método anteriormente mencionado. Se determind la integridad del
RNA utilizando RNA 6000 NanoChips y un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies), el cual, con base en las caracteristicas de las sefiales producidas en un
electroferograma de las subunidades 18S y 28S del RNA, calcula un valor de RIN (RNA
integrity number); este parametro debe tener un valor mayor o igual a 8 para
considerar que la muestra tiene la calidad suficiente para ser sometida al analisis por
microarreglos (Agilent application note, Agilent Technologies).
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3. Analisis de la expresién génica mediante microarreglos.

3.1 Microarreglos.

Los perfiles de expresion de los 18 nifios se obtuvieron utilizando microarreglos
GeneChip Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix). Este microarreglo contiene sondas
para el estudio de aproximadamente 28,869 genes, con un promedio de 26 sondas de
25 oligonucledtidos de longitud para cada gen. El disefio de este chip esta basado en las
secuencias de genes contenidas en las siguientes bases de datos: Human Genome
Sequence de la Universidad de Santa Cruz de California (UCSC), RefSeq NM, GenBank y
Ensembl Genome (Gene Chip Package insert, Affymetrix). Este analisis se realizé en la
plataforma de Affymetrix en la Unidad de Genotipificacién y Andlisis de Expresion del

Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN).

A continuacion se describe en breve la técnica empleada para los microarreglos.
Se parti6 de una concentracion inicial de aproximadamente 1 ug de RNA de cada
muestra. Se prepararon controles poliadenilados (controles Poly-A); el RNA se convirtio
en DNA complementario de una hebra (cDNA) y posteriormente se llevé a cabo la
sintesis de la segunda hebra de cDNA. Se realiz6 una transcripcion /in vitro para generar
RNA complementario (cCRNA); se purificd y se cuantificd el cRNA producido. Se sintetizo
nuevamente cDNA y se hidrolizé el cRNA restante con RNasa H. Se purific6 el cDNA
obtenido y se cuantificd; posteriormente se fragment6 el cDNA hasta obtener
fragmentos de 40-70 pares de bases (pb). Se hizo el marcaje del cDNA vy la hibridacion
de las muestras en los microarreglos durante 16 horas a 45°C en un horno de
hibridacion (Affymetrix Gene Chip hybridization oven). Después de la hibridacion, se
lavaron los microarreglos en la estacion de fluidos (Affymetrix GeneChip Fluidics station
FS 450) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los microarreglos se escanearon

utilizando el sistema Affymetrix Gene Chip scanner 3000 7G.
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3.2 Analisis estadistico de los microarreglos.

El analisis estadistico de los microarreglos se realizé con el programa Partek
Genomics Suite (PartekGS), el cual proporciona los valores corregidos de expresion con
base en la sefial de fondo. Las diferencias entre la expresion de los genes del grupo de
HiperA vs el grupo de HipoA se analizaron a través de un analisis de varianza (ANOVA),
tomando como referencia al grupo de nifios con C-HDL alto y considerando una
correccion por el numero de genes analizados. Una vez que se obtuvieron estas
diferencias, se seleccionaron los genes basandose en un numero de veces de cambio
(Fold Change; FC) menor a -1.5 en el caso de los genes subexpresados y un FC mayor a
1.5 para los genes sobreexpresados; para ambos casos se consideraron significativos

aquellos genes con valores de P <0.05.

Para evaluar si los genes que tuvieron expresion diferencial en los dos grupos
analizados, forman parte de alguna red de interaccién biolégica conocida, se utilizaron
los programas Reactome (http://www.reactome.org) y las herramientas para el analisis

de datos de expresion de la base de datos Panther (http://www.pantherdb.org).

4. Validacion de los resultados de los microarreglos mediante PCR en tiempo real.

Se analizaron por PCR en tiempo real los genes que en los microarreglos se
expresaron diferencialmente y con una mayor significancia entre los dos grupos, con la
finalidad de validar el resultado por una segunda técnica. Los genes subexpresados
analizados por PCR en tiempo real fueron: ROCK1, KIRS2DS2y TUBBZA y los genes
sobreexpresados analizados fueron: ALKBH1, CD200R1, HRH4y CUBN. Se utilizaron los
pares de oligonucléotidos (Sigma-Aldrich) y las sondas (Roche) descritos en la Tabla
suplementaria 1 y un termociclador LightCycler 2.0 (Roche). Se utiliz6 como gen
constitutivo el gen de la hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HPRT) empleando
los oligonucledtidos tgatagatccattcctatgactgtaga (forward), caagacattctttccagttaaagttg
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(reverse) (Instituto de Biotecnologia, UNAM) y la sonda #22 (cat. no. 04688961001,
Roche); también se utilizo como gen constitutivo el gen de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) utilizando los oligonucleétidos gctctctgctcctectgtte (forward),
acgaccaaatccgttgactc (reverse) (Sigma-Aldrich), y la sonda #60 (cat. no. 04688589001,
Roche). Otro gen que se analiz6 por PCR en tiempo real fue el gen VWNNI, cuya
expresion habia sido previamente correlacionada con los niveles de C-HDL en poblacion
México-americana. Para el analisis de este gen se empled la sonda #80 (cat. no.
04689038001, Roche) y los siguientes oligonucleétidos: tcctgaggtgttgctgagtg (forward)
y agcgtccgtcagttgacac (reverse) (Instituto de Biotecnologia, UNAM). Todos los ensayos
mostraron linealidad y se obtuvo un coeficiente de variacion interensayo menor al 10%.
La cuantificacion relativa de la expresion fue calculada con el software del equipo
(LightCycler Software 4.0). La comparacion de la expresion de los genes seleccionados
en el grupo de HipoA vs el grupo de HiperA se realizd utilizando la prueba de U de

Mann-Whitney.

5. Analisis de expresion de los genes VNNIy CUBN en poblacién infantil.

5.1 Poblaciéon de estudio.

Se analizaron 224 nifios mexicanos mestizos (provenientes principalmente de la
mezcla de poblacién europea (espafiola) y poblaciones nativas americanas), 107 nifios y
117 nifas de 6 a 8 afos de edad, captados durante la Convivencia Infantil de Verano
2008 para los hijos de los trabajadores de la Secretaria de Salud. Se tomd una muestra
de sangre periférica, después de un periodo de ayuno de minimo 8 horas. Se aplicé un
cuestionario para conocer los antecedentes heredofamiliares y se midié el peso, la
altura, la circunferencia de cintura y de cadera en todos los participantes. El indice de
masa corporal (IMC) fue calculado dividiendo el peso en kilogramos entre el cuadrado
de la altura en metros (Kg/m?). El z-score del IMC se determiné de acuerdo a los
criterios del Centro para el Control de Enfermedades y su Prevencién (CDC, por sus
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siglas en inglés) (Kuczmarski y cols., 2002). El porcentaje de grasa fue medido usando
el método de impedancia bioeléctrica (Quantum X, bioelectrical impedance analyzer, RJL
Systems). Ninguno de los participantes tenia evidencia de diabetes, enfermedades
renales, tiroideas o hepéticas. El padre o tutor de cada participante firmé un
consentimiento informado y el proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en

Investigacion Biomédica en humanos del INCMNSZ.

Para el analisis del gen CUBN se estudiaron adicionalmente 243 nifios, teniendo
una muestra de poblacion total de 467 nifios mexicanos mestizos (225 nifios y 242

nifias) de 6 a 13 afios.

5.1.1 Determinacion de pardmetros bioquimicos y antropométricos.

Se determinaron los niveles de colesterol total (CT), triglicéridos (TG), C-HDL y
ApoAl en el departamento de Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del INCMNSZ,
con meétodos estandarizados y disponibles comercialmente como se describe en
Villarreal-Molina y cols., 2007. Las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la
poblacién total y estratificada por género para el andlisis del gen VNNI se encuentran
en la Tabla 4 y para el analisis del gen CUBN se encuentran en la Tabla 7. La
hipoalfalipoproteinemia fue definida como C-HDL<40 mg/dL, con base en los criterios
establecidos por el Panel de Expertos en Instrucciones para la Salud Cardiovascular y
Reduccion del Riesgo en Nifios y Adolescentes (Expert Panel on Integrated Guidelines

for Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children and Adolescents, 2011).

5.2 Extraccién de RNA.

Se centrifugaron las muestras de sangre periférica durante 20 min a 2,200 rpm a
temperatura ambiente. Se obtuvieron dos fases y se tomé la capa correspondiente a los
leucocitos; se agregaron 750 uL de TRIzol (Invitrogen, Life Technologies) y se
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almacenaron a -70°C. Posteriormente, se extrajo el RNA total a partir de los leucocitos,
utilizando el método de isotiocianato de guanidina y fenol-cloroformo. Para eliminar los
residuos de DNA, se hizo un tratamiento con DNasa (Roche) e inhibidor de RNasa
(Roche) y se hizo una reextraccion con el método anteriormente mencionado. Se
cuantifico el RNA obtenido utilizando un equipo NanoDrop Spectrophotometer ND-1000
y se observo la integridad del RNA (bandas correspondientes a las subunidades 18S y
28S) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% previamente tefiido con bromuro

de etidio [0.5 pg/uL], en amortiguador TAE 1X (Tris base, acetato, EDTA).

5.3 Andlisis de la expresion del gen VNNI.

Para realizar el analisis de expresion, se sintetizo el cDNA a partir de 1 pg de RNA
total, mediante el kit TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems),
utilizando hexadmeros al azar y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un termociclador LightCycler 2.0
(Roche), empleando sondas TagMan incluidas en la libreria (Universal ProbeLibrary;
Roche) vy oligonucléotidos especificos disefiados para humano con el software
proporcionado en la pagina del fabricante (https://www.roche-applied-
cience.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000). Para el analisis de expresién del
gen VNNI se empled la sonda #80 (cat. no. 04689038001, Roche) y los siguientes
oligonucledtidos: tcctgaggtgttgctgagtg (forward) y agcgtccgtcagttgacac (reverse)
(Instituto de Biotecnologia, UNAM). Se utiliz6 como gen constitutivo el gen de la
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HPRT7) empleando los oligonucledtidos
tgatagatccattcctatgactgtaga (forward), caagacattctttccagttaaagttg (reverse) (Instituto
de Biotecnologia, UNAM) y la sonda #22 (cat. no. 04688961001, Roche); también se
utilizd6 como gen constitutivo el gen de la B-actina (AC7B), el cual se analiz6 mediante el
ensayo Universal ProbelLibrary Human ACT7B Gene (cat. no. 05046165001, Roche).
Todos los ensayos mostraron linealidad y se obtuvo un coeficiente de variacion
interensayo menor al 10%. La cuantificacidn relativa de la expresion fue calculada con
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el software del equipo (LightCycler Software 4.0).

Debido a que el estudio de Goéring y colaboradores en donde se reporto
previamente la correlacion de los niveles de expresion del gen VNI con los niveles de
C-HDL se realizd en linfocitos y a que el presente estudio se hizo en leucocitos, se
decidi6 evaluar si habia cambios significativos en la expresion del gen VNN debido al
tipo celular analizado. Para esto, la expresion del gen VANI se analizd también en
linfocitos, en un nimero reducido de muestras (n=8). La extraccion de los linfocitos se
realizd con Lymphoprep (Axis-Shield) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se obtuvo el RNA de estas muestras y se sintetizo el cDNA mediante las
técnicas previamente descritas. El andlisis de la expresion del gen VWNNI en estas
muestras se realizd siguiendo las mismas condiciones descritas anteriormente para el

analisis en leucocitos.

5.4 Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizé a partir de leucocitos de sangre total utilizando el
kit QIAmp 96 DNA Blood kit (Qiagen), de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Se cuantificé el DNA utilizando un equipo NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 y se
prepararon diluciones de 10 ng/mL para su uso posterior en los ensayos de

genotipificacién.

5.5 Genotipificacion de la variante G-137T del promotor de VNNI.

Se genotipifico la variante G-137T (rs4897612) empleando el ensayo de sondas
TagMan con numero de identificacion C 29857881 10 (Applied Biosystems) y un
termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). Se analizaron 30 muestras por
secuenciacion directa; no se observaron genotipos discordantes entre ambas técnicas.
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Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para esta variante, utilizando la siguiente
pagina: http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl, no encontrando desviacion del equilibrio

en la poblacién total ni en los nifios y nifias por separado.

5.6 Genotipificacion de 10 marcadores de ancestria.

Debido a que la poblacion mexicana es mestiza, resultado de la mezcla
principalmente de poblacion europea (espafiola) y poblaciones nativas americanas, se
consider6 necesario evaluar si la ancestria era un posible factor confusor en las
asociaciones encontradas. Para ello, se genotipificaron 10 marcadores de ancestria
informativos (AIMs, por sus siglas en inglés): rs3340, rs1881826, rs2341823,
rs4130405, rs1980888, rs1487214, rs726391, rs724729, rs292932 y rs1877751, que
distinguen principalmente entre la ancestria de la poblacién nativa americana y la
poblacién europea (Bonilla y cols., 2004; Martinez-Marignac y cols., 2007; Martinez-
Fierro y cols., 2009). La diferencia entre la frecuencia del alelo menor de cada uno de

estos marcadores en las dos poblaciones parentales (8) fue mayor a 0.29.

La genotipificacibn de estos marcadores se realizd utilizando sondas TagMan
(Applied Biosystems) y un termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). No se
observaron genotipos discordantes en 48 muestras duplicadas. Ninguno de los
marcadores de ancestria analizados presentd desviacion del equilibrio de Hardy-

Weinberg.

5.7 Analisis de la expresion del gen CUBN.

El analisis de expresion del gen CUBN se realiz utilizando los oligonucleétidos y
las sondas descritas en la Tabla suplementaria 1. Se utiliz6 como gen constitutivo el gen
de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) utilizando los oligonucleétidos
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gctctctgcetectectgttc  (forward), acgaccaaatccgttgactc (reverse) (Sigma-Aldrich), y la
sonda #60 (cat. no. 04688589001, Roche). Todos los ensayos mostraron linealidad y se
obtuvo un coeficiente de variacion interensayo menor al 10%. La cuantificacion relativa

de la expresion fue calculada con el software del equipo (LightCycler Software 4.0).

5.8 Secuenciacion de la region promotora del gen CUBN.

Se secuencié aproximadamente 1 kb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen CUBN en los 18 nifios analizados por microarreglos. Los
oligonucledtidos utilizados fueron disefiados para cubrir la regién con productos de PCR
de un promedio de 350 pb por fragmento, utilizando el programa FastPCR 6.2 (Tabla
suplementaria 2). Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit QIAquick
PCR Purification (Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y se
usaron como templado de las reacciones de secuenciacion utilizando el kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems) en un
secuenciador automatizado ABI 3100 de acuerdo al protocolo del fabricante (Applied

Biosystems).

5.8.1 Genotipificacion de la variante T-405A del promotor de CUBN.

Se genotipificé la variante T-405A (rs75701468) con sondas TagMan fabricadas
bajo disefio (Applied Biosystems) y un termociclador ABI Prism 7900HT (Applied
Biosystems). Se analizaron 38 muestras por secuenciacion directa; no se observaron
genotipos discordantes entre ambas técnicas. Se analizo el equilibrio de Hardy-Weinberg
para esta variante, utilizando la siguiente pagina: http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl,
no encontrando desviacion del equilibrio en la poblacion total ni en los nifios y nifias por

separado.

32


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl

5.9 Analisis estadistico.

Considerando que se ha reportado que la expresion geénica, los niveles de C-HDL
y el efecto de algunos polimorfismos sobre los rasgos metabdlicos presentan diferencias
con base en el género (Ellegren y cols., 2007; Weiss y cols., 2006; Feitosa y cols., 2009;
Lopez-Simoén y cols., 2009), todos los analisis se realizaron en la muestra completa y
estratificados por género. Se analizaron las diferencias entre los parametros bioquimicos

y antropométricos de los nifios y las nifias, utilizando una prueba de t de Student.

Los niveles de triglicéridos, los niveles de expresion del gen VNNI y del gen
CUBN fueron transformados a logaritmo debido a que no presentaban una distribucion
normal. Las correlaciones entre la expresion del gen VWNNI y del gen CUBN 'y los
parametros metabolicos de acuerdo al género fueron analizadas utilizando una prueba
de correlacion de Pearson. El andlisis de las correlaciones de la expresion de VANIy de
CUBN con los parametros metabdlicos ajustado por ancestria se realiz6 mediante una

correlacion parcial.

Las diferencias entre los parametros antropométricos y bioquimicos de acuerdo al
genotipo de la variante G-137T y de la variante T-405A fueron analizadas mediante
regresiones lineales ajustando por el z-score del IMC cuando se requeria. La asociacion
del genotipo de la variante G-137T y de la variante T-405A con los parédmetros
bioguimicos fue analizada utilizando el modelo aditivo, el modelo dominante y el modelo
recesivo, siendo este ultimo el modelo con valores de P de asociacidbn mas significativos.
La comparacion de la expresion del gen VANNI entre los distintos genotipos de la
variante G-137T y la comparacion del la expresion de gen CUBN entre los distintos
genotipos de la variante A-405T se realiz6 mediante una prueba de U de Mann-Whitney.
La asociacion de la variante T-405A con la hipoalfalipoproteinemia se analizé utilizando
un andlisis de regresion logistica. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados
utilizando el programa estadistico SPSS version 15.0 (SPSS, Chicago IL); se considero
como significativo un valor de A<0.05.
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La estimacion de la ancestria genética fue calculada a partir de los genotipos de
los 10 marcadores informativos de ancestria, mediante el programa ADMIXMAP
(Hoggart y cols, 2003). Considerando que la poblacion mexicana es mestiza, es decir, es
una mezcla principalmente de poblacion nativa americana y poblacion europea, el

modelo que se utilizdé en este programa incluyo dos poblaciones parentales.

Todos los analisis fueron ajustados por mezcla étnica y por el z-score del IMC
cuando se consideré necesario. Se realiz6 también un andlisis por multiples
comparaciones; primero se determiné la correlaciéon promedio por pares para todas las
variables (6 variables, correlacion=0.38 para el gen VNNZ; 6 variables, correlacion=0.35
para el gen CUBN) y utilizando estas correlaciones se calculdo la correccién por
Bonferroni empleando un programa disponible en internet (Simple Interactive Statistical
Analyses Software; http://www.quantitativeskills.com/sisa/). Los valores de P menores a
0.017 fueron considerados significativos para el andlisis del gen VYNNI vy los valores de P
menores a 0.016 fueron considerados significativos para el andlisis del gen CUBN. Se
estimoO el poder estadistico para detectar la asociacion de la variante G-137T con los
niveles de C-HDL utilizando el programa QUANTO (http://hydra.usc.edu/GxE/), el cual
fue de 82.8%, asumiendo un modelo recesivo con una frecuencia del alelo menor (T) de
0.35, un valor de beta para el C-HDL de -6.19 (Error estdndar=2.20) y un tamafio de
muestra de 224 individuos. El calculo del poder estadistico también se realizd6 por
género, obteniendo que para los niflos fue de 53.5% y para las nifias de 54.1%. El
poder estadistico para detectar la asociacion de la variante T-405A con los niveles de C-
HDL fue de 20.7%, asumiendo un modelo recesivo con una frecuencia del alelo menor
(A) de 0.304, un valor de beta para el C-HDL de -2.26 (Error estandar=2.00) y un
tamafno de muestra de 462 individuos; para los nifios fue de 12.3% y para las nifias de
13.0%.
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VI.- RESULTADOS

6.1 Estudio de la expresion génica mediante microarreglos.

- Caracteristicas de los grupos con niveles extremos de C-HDL.

Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los nifios que integran

ambos grupos se encuentran en la Tabla 1. Se observa que no existen diferencias

significativas entre las medias de los parametros antropomeétricos y bioquimicos del

grupo con C-HDL bajo y las del grupo con C-HDL alto, a excepcion de los niveles de C-

HDL, los cuales son significativamente mas altos en el grupo HiperA, y el colesterol total

(CT), el cual también es mas alto en este grupo.

Tabla 1. Parametros antropométricos y bioquimicos de los nifios analizados por

microarreglos

Caracteristicas Grupo con C-HDL bajo Grupo con C-HDL alto P
(HipoA) n=9 (HiperA) n=9

Edad, afios 8.1+13 8.1+13 0.963
Género H/M 5/4 5/4 -
z-score del IMC -0.5+0.6 -0.8x15 0.555
% de grasa 22.6 £ 6.2 19.7 £ 8.3 0.412
Glucosa en ayuno, mg/dL 87.8+4.5 89.4+7.0 0.558
C-HDL, mg/dL 29.8 +5.4 76.4 + 6.4 1.5x10™
TG, mg/dL 80.4 + 34.8 70.6 + 21.7 0.480
CT, mg/dL 139.7 + 25.8 204.4 + 43.7 0.001
C-LDL, mg/dL 93.8 +£ 22.6 113.9 + 36.1 0.176

Datos representados por medias £ DE. IMC: indice de masa corporal; C-HDL: colesterol
asociado a las lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridos; CT: colesterol total; C-LDL:
colesterol asociado a las lipoproteinas de baja densidad. ®valores de AP calculados con

prueba de t de Student.

El andlisis de microarreglos en los grupos HipoA e HiperA identific6 41 genes

subexpresados significativamente, de los cuales 14 tenian funciones conocidas (Tabla

suplementaria 3). De igual

manera, se identificaron 37 genes sobreexpresados

significativamente, 18 con funcion conocida (Tabla suplementaria 4). En la Figura 2 se
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muestran los patrones de expresion obtenidos en los sujetos con C-HDL bajo y C-HDL

alto.

Intensidad de fluorescencia estandarizada

Figura 2. Mapa de calor mostrando la correlacién entre los niveles de expresion de los genes y la
clasificacion de las muestras con base en los niveles de C-HDL: HDL altas (HiperA) en rojo vs HDL bajas
(HipoA) en azul. Las filas representan genes identificados por los nombres ubicados a la derecha de la
figura; las columnas representan las muestras de los individuos analizados. Los niveles de expresion
presentan una intensidad de fluorescencia estandarizada: desde 0 a -1.9 (en azul) indica subexpresion y
de 0 a 1.9 (en rojo) representa sobreexpresion del gen. Este mapa de calor contiene también dos
dendogramas (estructuras tipo arbol), mostrados en la parte superior y a la izquierda del mapa de calor.
Los dendogramas proporcionan informacién cualitativa acerca de la similitud entre los genes y entre las
muestras de individuos analizados. Este andlisis se realizd con el software Partek Genomics Suite
(PartekGS).
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Los genes subexpresados y sobreexpresados con valores de P mas significativos
en los microarreglos se muestran en la Tabla 2. Se observa que estos genes tienen
funciones diversas, como dafio vascular, respuesta inmune, estructural, reparacion de
acidos nucleicos y catabolismo de las HDL (Montefusco y cols., 2010; Saulquin y cols.,
2003; Cherwinski y cols., 2005; Bhatt y cols., 2010; Westbye y cols., 2008; Kozyraki y
cols., 1999; Hammad y cols., 1999).

De manera interesante, el gen VNNI, cuya expresion habia sido asociada
previamente a los niveles de C-HDL en poblacion México-americana (Goring y cols.,
2007), no presentd una expresion diferencial significativa entre los grupos con niveles

extremos de C-HDL analizados en los microarreglos (P=0.452).

- Analisis de redes de interaccion biolégica.

Los valores de FC de los genes que tuvieron expresion diferencial y significativa
en los dos grupos de niveles de C-HDL (Tablas suplementarias 3 y 4) fueron analizados
en el programa Reactome y en las herramientas de analisis de la base de datos Panther.
Los resultados obtenidos en ambos programas sefialan que las proteinas codificadas por

estos 32 genes no forman parte de una red de interaccion biolégica conocida.
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Tabla 2. Genes con valores de 2 mas significativos en el analisis de microarreglos

¥

ID de Cromosoma| Simbolo Gen Funcion FC P
Affymetrix del gen
8019804 18 ROCK1P1 Rho-associated, Dafio
coiled-coil Vascular
containing protein -2.02 10.000154
kinase 1
pseudogene 1
8031344 19 KIR2DS2 Killer cell Respuesta
Genes immunoglobulin- Inmune
subexpresados like receptor, two -1.70 10.000226
domains, short
cytoplasmic tail, 2
Estructural;
TUBBZA Tubulin, beta 2A | formacion
8116649 6 TUBBZB Tubulin, beta 2B de -1.65 10.000833
microtibulos
7980454 14 AlkB, alkylation Reparacion
ALKBH1 repair homolog 1 Acidos 1.52 |(0.000100
(E. coli) Nucléicos
8089568 3 Respuesta
CD200R1 CD200 receptor 1 Inmune 1.51 [0.000706
Genes
sobreexpresados 8020684 Histamine Respuesta
18 HRHA receptor Ha Inmune 1.60 |[0.000756
o Receptor de
Cubilin (intrinsic multioles
7932326 10 CUBN | factor-cobalamin | i z 1.51 |0.001165
receptor) 'gandos
(HDL)

FC: Fold Change (numero de veces de cambio); * Valor de P calculado con prueba de ANOVA.

- Validacion de los resultados de los microarreglos mediante PCR en tiempo real.

Se analizaron por PCR en tiempo real los genes expresados diferencialmente y

con mayor significancia en los grupos de nifios con niveles extremos de C-HDL (Tabla

3). Se observa que de los 7 genes analizados, solo HRH4'y CUBN, ambos en el grupo de

genes sobreexpresados, replicaron el resultado obtenido en los microarreglos, es decir,

se expresaron mas en el grupo de HipoA (P=0.039 y P=0.009, respectivamente).
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Tabla 3. Analisis por PCR en tiempo real de los genes con mayor significancia en
los microarreglos

Expresion | C-HDL bajo, HipoA | C-HDL alto, HiperA P*
gen-GAPDH (n=7) (n=9)
ROCK1I | 0.0980 +0.0066 | 0.0964 + 0.0221 | 0.970
Genes KIRS2DS2 | 0.0237 +0.0165 | 0.0272 + 0.0140 | 0.874
Ssubexpresados

TUBB2A | 0.0608 + 0.0414 | 0.0479 +0.0415 | 0.491
ALKBHI | 0.0036 = 0.0015 | 0.0039 + 0.0008 | 0.186
Genes CD200R1 | 0.0355 + 0.0137 | 0.0336 = 0.0096 | 0.874
sobreexpresados | pRpH4 0.0007 + 0.0005 | 0.0012 + 0.0004 | 0.039
CUBN 0.0039 + 0.0027 | 0.0068 + 0.0022 | 0.009

Los datos son medias + DE. *Valor de P calculado con prueba de U de Mann-Whitney.

El gen VNNI también se analiz6 por PCR en tiempo real; al igual que en los
microarreglos, no se observaron diferencias significativas entre la expresién de este gen
en el grupo con niveles bajos de C-HDL vs el grupo con niveles altos (P=0.617). Aln
cuando este gen no se asocié a los niveles de C-HDL bajo la estrategia de estudiar
grupos con niveles extremos de este parametro, considerando que fue el gen que
presentd la correlacién con los niveles de C-HDL mas significativa en poblacion general
México-americana (GoOring y cols., 2007), se decidié analizar su participacion en la
modulacién de los niveles de C-HDL en poblacién infantil, una poblacién cuya exposicion
a factores ambientales que pueden afectar la expresion, ha sido menor en comparacién

con los adultos (Brown y cols., 2003; Dumitrescu y col., 2011).

6.2 Analisis de la expresion del gen VNN1.

Las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la poblacion analizada se
encuentran en la Tabla 4. El 20% de los nifios presento hipoalfalipoproteinemia. El
porcentaje de grasa fue significativamente mayor en las nifias (P=0.041); sin embargo,
no se observaron diferencias significativas por género en el z-score del IMC o en los
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parametros lipidicos.

Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos de acuerdo al género de la
poblacién de estudio del gen VNVNI

Caracteristica Poblacion total Nifios Nifias pPe
(224) (107) (117)

Edad, afios 7.73 + 0.97 7.84 + 0.97 7.63 + 0.96 0.194
z-score del IMC 0.99 + 0.98 1.0+ 1.0 0.98 + 0.97 0.846
% de grasa 30.03 + 10.52 28.37 + 11.60 31.52 + 9.25 0.041
TG, mg/dL 98.03 + 59.09 90.95 + 50.38  104.50 + 65.62  0-087
CT, mg/dL 175.83 + 31.39 173.36 +29.00 178.09 + 32.66  0-261
C-HDL, mg/dL 48.58 + 10.56 49.15 + 10.36  48.06 + 10.75 0.442
ApoAl, mg/dL 168.52 + 21.74 171.08 + 20.57  166.40 + 2253  0.120
HA (%) 19.6 16.8 22.2 0.310°

Los datos son medias = DE 6 n (%). IMC, indice de masa corporal; TG, triglicéridos; CT,
colesterol total; C-HDL, colesterol asociado a las lipoproteinas de alta densidad; HA,
hipoalfalipoproteinemia. ®Valor de A calculado con prueba de #; ® Valor de P calculado con

prueba de X2

Los niveles de expresion del gen VNI no correlacionaron con los niveles de C-

HDL de manera significativa en la poblacion total estudiada; sin embargo, mostraron

una correlacion negativa y significativa con el z-score del IMC y con los niveles de TG

(P=0.032 y P=0.026, respectivamente) (Tabla 5).
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Tabla 5. Correlacién de los niveles de expresion de VANI en leucocitos con los
fenotipos metabalicos.

Poblacién total Nifios Nifias
(n=224) (n=107) (n=117)
Fenotipos r p pa r p pa r p pe
metabolicos

z-score del IMC  -0.144 0.032 0.034 -0.062 0.528  0.518 -0.225 0.015 0.015*

% de grasa -0.118 0.080  0.085 -0.068 0.490  0.525 -0.145 0.118 0.119
TG, mg/dL -0.149 0.026  0.028 -0.062 0.525 0.576 -0.208 0.025 0.023
CT, mg/dL -0.056 0.402  0.396 -0.047 0.631  0.643 -0.051 0.586 0.586

C-HDL, mg/dL 0.086 0.198 0.211 -0.071 0.465  0.448 0.220 0.017 0.017

ApoA1, mg/dL 0.042 0.546 0.566 -0.106 0.308  0.308 0.129 0.170 0.175

IMC, indice de masa corporal; TG, triglicéridos; CT, colesterol total; C-HDL, colesterol asociado a las
lipoproteinas de alta densidad |. ®valores de P ajustados por ancestria. *Valores de P significativos
después de la correccion por Bonferroni.

Al hacer el andlisis estratificado por género, sélo en las nifias se observd una
correlacion positiva de los niveles de expresion de VANNI con los niveles de C-HDL
(P=0.017) y correlaciones negativas y significativas con el z-score del IMC y con los
niveles de TG (P=0.015 y P=0.025, respectivamente).

Considerando que la poblacibn mexicana es mestiza, resultado de la mezcla
principalmente entre poblacidbn europea y nativa americana, se decidié evaluar la
ancestria de los nifios estudiados mediante la genotipificacion de 10 marcadores e
incluirla en los analisis como un posible factor confusor. El andlisis de estos marcadores
con el programa ADMIXMAP estimé las proporciones medias de mestizaje: el 65% del
componente étnico de los nifios corresponde a la poblacién nativa americana y el 35% a
la poblacion europea. Todas las correlaciones de los niveles de expresion del gen VANI
con los distintos parametros metabdlicos analizados, permanecieron significativas
después del ajuste por ancestria. Al realizar una correcciéon por Bonferroni, solo la

correlacion de los niveles de expresion de VWV con el z-score del IMC obtenida en las
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nifias permanecio significativa (P=0.015) (Tabla 5).

Se realiz6 el andlisis de expresion del gen VANNI en los leucocitos y en los
linfocitos de un pequefio grupo de nifios (n=8). Al comparar los resultados de expresion
de VWWNI utilizando dos genes constitutivos (HPRT y B-actina) en leucocitos vs en
linfocitos, no hubo diferencias significativas (P=0.170 y P=0.448, respectivamente). Al
analizar la correlacion de la expresion del gen VANNI con los pardmetros metabdlicos,
pudimos observar que para ambos tipos celulares se obtuvieron resultados similares:
una tendencia de correlacion negativa para los triglicéridos (p=0.125 en leucocitos y
p=0.103 en linfocitos). Esto nos muestra que los resultados obtenidos en leucocitos y

linfocitos son similares.

- Variante G-137T y su asociacion a los niveles de expresion del gen VNN1 y a
distintos parametros metabdlicos.

La frecuencia del alelo T de la variante G-137T fue de 35% en la poblacion total.
El genotipo TT se asocié de manera significativa con niveles de expresion de VNNI mas
bajos comparando con los portadores del alelo G en una o dos copias (P=2.9 x 10
después de ajustar por ancestria) (Figura 3). Se realizaron andlisis de regresion lineal
multiple para evaluar cuales variables podian predecir los niveles de expresion del gen
VNNI, encontrando que solo el genotipo TT contribuyd de manera independiente a la
explicacion del 4.8% de la variacion de los niveles de expresion del gen VNNI
(P=0.004).
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Figura 3. Efecto de la variante G-137T sobre los niveles de expresion del gen
VNNI en nifios mexicanos prepuberes. Las barras representan las medias = el
error estandar.

El genotipo TT ademas se asocié con niveles mas bajos de C-HDL y de ApoAl
(P=0.005 y P=0.044, respectivamente) y con un mayor z-score del IMC, un mayor
porcentaje de grasa y niveles mas altos de TG y CT en la poblacion total (A<0.05, Tabla
6). Después de ajustar por el z-score del IMC y por la ancestria, solo las asociaciones
con el CT y el C-HDL permanecieron significativas en la muestra total (P=0.034 y P=
0.028, respectivamente). En el analisis con estratificacion por género, se observd una
asociacion significativa del genotipo TT con niveles mas bajos de C-HDL exclusivamente
en las nifias (P=0.010); esta asociaciobn permanecid significativa después de la

correccion por multiples comparaciones (Tabla 6).
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Tabla 6. Asociacion de la variante G-137T con los parametros metabdlicos

Poblacion total Nifios Nifias
(n=224) (n=107) (n=117)

Parametros Efecto (EE) P P Efecto (EE) P pPe Efecto (EE) P pe
z-score del IMC 0.48 (0.21) 0.024 0.024 0.69 (0.36) 0.061 0.063 0.38 (0.26) 0.146 0.156
% de grasa 5.66 (2.25) 0.012 0.012* 6.45 (4.24) 0.131 0.123 4.56 (2.46) 0.067 0.072
TG, mg/dL 25.76 (12.45) 0.040 0.194 -1.65(17.63) 0.926 0.371 39.53(17.34) 0.024 0.079
CT, mg/dL 16.35 (6.58) 0.014 0.034 10.64 (10.41) 0.309 0.423 18.93 (8.64) 0.031 0.057
C-HDL, mg/dL  -6.19 (2.20) 0.005 0.028 -2.10(3.62) 0.562 0.994 -8.47 (2.80)  0.003  0.010*
ApoAl mg/dL 9.66 (4.77) 0.044 0.093 -595(8.72) 0.497 0.969 -12.44(5.98) 0.040  0.093

Los valores del efecto representan el efecto de dos copias del alelo T (modelo recesivo), error estandar (SE).

Frecuencias

genotipicas: todos los nifios (GG, 41.1%; GT, 47.7%; TT, 11.2%); nifios (GG, 42.1%; GT, 49.5%; TT, 8.4%); nifias (GG, 40.2%; GT,
46.1%; TT, 13.7%). IMC, indice de masa corporal; TG, triglicéridos; CT, colesterol total; C-HDL, colesterol asociado a las
lipoproteinas de alta densidad. ®Valores de P ajustados por ancestria en todas las pruebas y ajuste por z-score del IMC cuando era
apropiado. *Valores de P significativos después de la correccion por Bonferroni.
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6.3 Analisis de expresion del gen CUBN en una muestra de poblacion
infantil.

Para evaluar el impacto del gen CUBN, un gen candidato asociado
previamente con el metabolismo de las HDL (Kozyraki y cols., 1999; Hammad y
cols., 1999; Chen y cols., 2009; Peloso y cols., 2010), y que en el presente estudio
mostrd expresion diferencial y significativa en los grupos con niveles extremos de
C-HDL tanto en el andlisis por microarreglos como por PCR en tiempo real, se
analizé inicialmente la muestra de poblacién infantil (de 6 a 8 afios) utilizada para
el estudio de expresidon del gen VNNI. En esta muestra, la expresion del gen CUBN
correlacion6 positiva y significativamente con los niveles de C-HDL (r=0.201;
P=0.004). Al hacer el andlisis ajustado por ancestria, esta correlacion permanecio
significativa (P=0.005). Dados los antecedentes de la relevancia de este gen en el
metabolismo de las HDL y el hallazgo en este estudio de la correlacion de su
expresion con los niveles de este rasgo, se decidié evaluar la participacion de este
gen en la modulacion de los niveles de C-HDL en una muestra mayor de poblacion
infantil, con un rango de edad méas amplio (6 a 13 afios), teniendo asi una muestra

de poblacion constituida por 467 nifios.

Las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la poblacion analizada
se encuentran en la Tabla 7. El 28% de los nifios presentd hipoalfalipoproteinemia.
El porcentaje de grasa fue significativamente mayor en las nifias (£=0.008); sin
embargo, no se observaron diferencias significativas por género en el z-score del

IMC o en los parametros lipidicos.
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Tabla 7. Parametros bioquimicos y antropométricos de acuerdo al género de la
poblacion de estudio del gen CUBN

Caracteristica Poblacion total Nifios Nifias P2
(467) (225) (242)

Edad, afios 9.56 + 2.05 9.59 + 1.96 9.53 + 2.13 0.745
z-score del IMC 0.91 +£1.03 0.95+1.10 0.86 = 0.97 0.336
% de grasa 31.31 £ 11.11 29.86 + 12.37 32.65 + 9.64 0.008
TG, mg/dL 110.07 = 64.71 106.06 +=57.56  113.80 + 70.62 0.197
CT, mg/dL 173.32 + 32.78 173.00 = 32.44  173.62 + 33.16 0.841
C-HDL, mg/dL 47.73 £ 12.36 47.78 £ 12.43 47.69 £ 12.32 0.942
ApoAl, mg/dL 165.97 + 26.31 168.49 + 25.38 163.73 = 26.97 0.056
HA (%) 27.6 28.9 26.4 0.555"

Los datos son medias = DE 6 n (%). IMC, indice de masa corporal; TG, triglicéridos;
CT, colesterol total; C-HDL, colesterol asociado a las lipoproteinas de alta densidad;
HA, hipoalfalipoproteinemia. 2Valor de P calculado con prueba de ¢ ° Valor de P
calculado con prueba de X2.

Los niveles de expresion del gen CUBN correlacionaron positivamente y de
manera significativa con los niveles de C-HDL y de ApoAl en la poblacion total
estudiada (P=9.2x10° y P=3.9x10°, respectivamente); ademas mostraron una
correlacién negativa y significativa con los niveles de TG (£=0.016); sin embargo,
esta correlacion no permanecié significativa después de la correccion por multiples

comparaciones (Tabla 8).

Al hacer el analisis estratificado por género, solo en las nifias se observaron
las correlaciones positivas y significativas de los niveles de expresion de CUBN con
los niveles de C-HDL y los niveles de ApoAl (P=4.8x10° y P=1.7x107,
respectivamente). Estas asociaciones permanecieron significativas después de la

correccion por multiples comparaciones (Tabla 8).

46



Tabla 8. Correlacion de los niveles de expresion de CUBN en leucocitos con los
fenotipos metabdlicos.

Poblacion total Nifios Nifias
(n=463) (n=222) (n=241)

Fenotipos metabdlicos ! P ! P ! P
z-score del IMC -0.058 0.211 -0.047 0.486 -0.078 0.228
% de grasa -0.037 0.430 0.008 0.901 -0.071 0.272
TG, mg/dL -0.111 0.016 -0.119 0.074 -0.096 0.135
CT, mg/dL 0.085 0.067 0.065 0.332 0.105 0.103
C-HDL, mg/dL 0.180  9.2x10°* 0.098 0.143 0.258  4.8x10°*
ApoAl, mg/dL 0.194  3.9x10°* 0.086 0.217 0.251 1.7x10°*

IMC, indice de masa corporal; HOMA-IR, Modelo de homeostasis para evaluar resistencia a la
insulina; hs-CRP, proteina C-reactiva total de alta sensibilidad; TG, triglicéridos; CT, colesterol
total; C-HDL, colesterol asociado a las lipoproteinas de alta densidad |. *Valores de P
significativos después de la correccién por Bonferroni.

- Secuenciacion de la region promotora del gen CUBN.

Se secuenciaron 1000 pb de la region promotora del gen CUBN en los 18
nifos analizados por microarreglos, con el objetivo de buscar variantes
posiblemente funcionales que se asociaran a los niveles de expresion del gen
CUBN.

Se identific6 un cambio de una T por una A en la posicion -405 (T-405A;
rs75701468); la Figura 4 muestra este cambio en un individuo heterocigoto. Esta
variante se asocié de manera significativa a menores niveles de expresion de CUBN
en los nifos analizados por microarreglos con un valor de £=0.027 utilizando como

gen constitutivo a B-actina y un valor de £P=0.061 normalizando con GAPDH.
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Figura 4. Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante T-405A. La
flecha indica la presencia de 2 nucleétidos diferentes en la posicion 405 rio arriba del
sitio de inicio de la transcripciéon del gen CUBN. La curva roja indica la presencia de
timina (T) en un alelo, y la curva verde superpuesta indica la presencia de adenina (A)
en el otro alelo.

- Variante T-405A y su asociacion a los niveles de expresion del gen CUBNy a
distintos parametros metabdlicos.

La frecuencia del alelo A de la variante T-405A fue de 30.4% en la
poblacion total. El genotipo AA se asocié de manera significativa con niveles de
expresion de CUBN mas bajos comparando con los portadores del alelo T en una o
dos copias (P=2.5 x 10°) (Figura 5). Se realizaron anélisis de regresion lineal
multiple para evaluar cuales variables podian predecir los niveles de expresion del
gen CUBN, encontrando que solo el genotipo AA contribuyé de manera
independiente a la explicacion del 4% de la variacion de los niveles de expresion

del gen CUBN (P=0.001).
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Figura 5. Efecto de la variante T-405A sobre los niveles de expresion del
gen CUBN en nifios mexicanos. Las barras representan las medias + el
error estandar.

El genotipo AA no se asoci6 significativamente con los niveles de C-HDL en
la poblacion total, ni en los grupos estratificados por género (Tabla 9). Se encontré
que tener el alelo AA estda asociado a un riesgo de desarrollar
hipoalfalipoproteinemia, con una razén de momios (RM) de 2.24 (IC 1.17-4.31) y
un valor de P=0.016 en la poblacion total. El andlisis estratificado por género
mostré que en los nifios, la RM fue de 3.17 (IC 1.22-8.21; P=0.018) y en las nifias

esta asociacion no fue significativa (P=0.290).

49



Tabla 9. Asociacion de la variante T-405A con los parametros metabdlicos

Poblacion total Nifios Nifias
(n=462) (n=223) (n=239)

Parametros Efecto (EE) P pPe Efecto (EE) P pPe Efecto (EE) P pPe
z-score del IMC  0.20 (0.17)  0.254 - 0.22 (0.27)  0.420 - 0.18 (0.22) 0.405 -
% de grasa 3.25(1.83)  0.077 - 5.22 (3.01) 0.084 - 1.44 (2.17) 0.506 -
TG, mg/dL 10.48 (10.60) 0.323 0.561 24.86 (13.70) 0.071 0.132 -2.39 (15.88)  0.881 0.658
CT, mg/dL 1.11(5.37) 0.836 0.789  -1.68(7.81) 0.830 0.952 3.53 (7.42) 0.634 0.684
C-HDL, mg/dL -2.26 (2.00) 0.261 0.529 -3.86(2.97) 0.196 0.398 -0.84 (2.71) 0.756 0.935
ApoAl, mg/dL -5.12 (4.41) 0.246 0.491  -5.18 (6.44) 0.422 0.873 -4.72 (6.03) 0.435 0.518

Los valores del efecto representan el efecto de dos copias del alelo A (modelo recesivo), error estandar (SE).

Frecuencias
genotipicas: todos los nifios (TT, 48.0%; TA, 43.1%; AA, 8.9%); nifios (TT, 44.9%; TA, 46.6%; AA, 8.5%); nifias (TT, 51.0%; TA, 39.8%);
AA, 9.2%). IMC, indice de masa corporal; TG, triglicéridos; CT, colesterol total; C-HDL, colesterol asociado a las lipoproteinas de alta
densidad. °Vvalores de P ajustados por z-score del IMC cuando era apropiado.
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VIIL.- DISCUSION

La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas comuin en la poblacion
mexicana, tanto en los adolescentes como en los adultos (Posadas-Sanchez y cols.,
2007; Aguilar-Salinas y cols., 2001). De igual manera, en la poblacién de nifios
prepuberes estudiada también se observd la presencia de esta dislipidemia (20%),
demostrando asi que los niveles bajos de C-HDL estan presentes desde la infancia en
esta poblacién. Esto concuerda con lo reportado por diversos estudios en los que se
afirma que el establecimiento de las enfermedades metabdlicas ocurre en la actualidad
a edades mas tempranas (Saland y cols., 2007; Nathan y cols., 2008); por ello, estos
datos sugieren que desde la nifiez se observa la presencia de diversos factores
precursores del desarrollo de enfermedades cardiovasculares y aterosclerosis,
incluyendo los niveles bajos de C-HDL (Raitakari y cols., 2003; Magnussen y cols.,
2009).

A la fecha existen pocos estudios en los que se ha mostrado que la variacion en
la expresion génica es probablemente un mecanismo importante en la regulacion de los
niveles de C-HDL (Goéring y cols., 2007; Ma y cols., 2007; Zeller y cols., 2010; Inouye y
cols., 2010). Es importante mencionar que estos estudios se han realizado en poblacién
adulta, la cual ha tenido un mayor tiempo de exposicidn a factores ambientales que
pueden modificar sus patrones de expresién (Brown y cols., 2003; Dumitrescu y col.,
2011). Es por esto que en el presente estudio, con el objetivo de identificar nuevos
genes cuya expresion pudiera estar asociada a los niveles de C-HDL, se realiz6 un
andlisis de expresion génica en poblacion infantil y ademas, se empled la estrategia de
estudiar grupos con fenotipos extremos; no existen estudios previos que conjunten

estas dos estrategias.

El nimero de genes cuya expresion fue diferencial y estadisticamente
significativa entre los dos grupos fue reducido (32 genes: 14 subexpresados y 18
sobreexpresados), comparado con el reportado en los estudios previamente
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mencionados (Goéring y cols., 2007; Ma y cols., 2007; Zeller y cols., 2010; Inouye y
cols., 2010). Esto podria explicarse al menos en parte por el disefio del estudio, es decir,
el andlisis de grupos de nifios con niveles extremos de C-HDL, pareados por edad,
género e IMC y con valores de glucosa y triglicéridos normales, produjo que las escasas
diferencias a nivel de expresibn obtenidas en el microarreglo se debieran
mayoritariamente al contraste en los niveles de C-HDL entre ambos grupos (P=1.5 x 10
1), excluyendo asi diferencias de expresién causadas por posibles factores confusores
como presencia de obesidad, diabetes e hipertrigliceridemia. Otro factor a considerar es
que los grupos con niveles extremos de C-HDL estaban conformados por nifios de 6 a
10 afios, con un menor tiempo de exposicion a factores ambientales y hormonales que
los adultos, lo cual podria reducir también las diferencias de expresién observadas.
Asimismo, en un estudio realizado en pares de gemelos monocigéticos de 3 y 50 afios
se reportd que los patrones de modificaciones epigenéticas divergen a medida que
aumenta la edad, ya que los gemelos de 3 afios eran practicamente indistinguibles a
nivel epigenético, mientras que en los pares de gemelos de 50 afios se presentaban
diferencias notables en la distribucion gendmica de la metilacién y en la acetilacion de
histonas, afectando sus perfiles de expresion génica (Fraga y cols., 2005). Por lo tanto,
el namero reducido de genes con diferencias de expresion que se encontraron en el
presente estudio, podria deberse también a que en la etapa infantil, no existen cambios
importantes a nivel epigenético que modifiquen sustancialmente los perfiles de

expresion.

Los genes que presentaron expresion diferencial y significativa en los
microarreglos (Tablas Suplementarias 3 y 4) tienen funciones diversas: dafio vascular
(ROCK1, Montefusco y cols., 2010), respuesta inmune (K/R2DSZ, Saulquin y cols., 2003;
CD200R1, Cherwinski y cols., 2005), inflamacién (HRH4, Bhatt y cols., 2010), reparacién
del DNA (ALKBH1, Westbye y cols., 2008) y particularmente CUBN es el Unico gen
previamente vinculado al metabolismo del C-HDL (Kozyraki y cols., 1999; Hammad y
cols., 1999). Es de llamar la atencion que ninguno de los genes identificados en este
estudio con expresién diferencial en los grupos con niveles extremos de C-HDL
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analizados, habia sido asociado a este rasgo en estudios previos (Goring y cols., 2007;
Ma y cols., 2007; Zeller y cols., 2010; Inouye y cols., 2010). Sin embargo, existen
diferencias importantes entre esos estudios y el presente estudio; en primer lugar esta
la edad de los participantes, en los estudios previos se analizé poblacion adulta, con un
intervalo de edad de 25 a 74 afios y el presente estudio se limité a nifios de 6 a 10
afos; ademas, en dichos estudios se analizé poblacion general y en el presente estudio
se emplearon grupos con niveles de C-HDL extremos y finalmente, la poblacion
analizada en los estudios previos era México-americana, canadiense, alemana y
finlandesa, respectivamente, mientras que en el presente estudio eran nifios de
poblacibn mexicana. Es importante sefialar que se ha reportado que existe variacion en
la expresion génica debida a la ancestria genética (Storey y cols., 2007; Mao y cols.,
2011), por lo cual esto podria explicar en parte, las diferencias con respecto a los genes

identificados en los distintos estudios.

La validacién de los resultados obtenidos en el microarreglo por PCR en tiempo
real mostré que sélo dos de los siete genes con expresion diferencial mas significativa,
replicaron el resultado observado en el microarreglo (HRH4 'y CUBN). Se ha reportado
que alrededor de un 10% de la totalidad de los genes que se expresan
significativamente en un microarreglo pueden ser falsos positivos (Lee y cols., 2000),
por lo cual es probable que los genes que no replicaron por PCR en tiempo real se
ubiquen dentro de este porcentaje de falsos positivos. De igual forma se ha establecido
gue lo ideal es hacer el andlisis por triplicado para reducir la probabilidad de resultados
falsos positivos y falsos negativos (Lee y cols., 2000); sin embargo, la técnica de
microarreglos es bastante costosa y resultaria dificil hacer el analisis bajo estas

condiciones (Rosa y cols., 2006).

El analisis in silico de interaccion biologica con los programas Reactome y
Pantherdb, mostré resultados similares con ambos programas, ya que coincidieron en
que los genes cuya expresion fue diferencial y estadisticamente significativa en los
microarreglos no forman parte de alguna red de interaccién biologica especifica,
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sugiriendo asi que la regulacion de la transcripcion de estos genes no se lleva a cabo
mediante elementos en trans (Rockman y Kruglyak, 2006; Cheung y cols., 2010); por lo

tanto, probablemente son elementos en ¢/s los que regulan su transcripcion.

Es de llamar la atencion que no se observé a VNNI dentro de la lista de genes
expresados diferencialmente y de manera significativa en los microarreglos; esto puede
deberse a que VWNI fue evidenciado en un estudio de transcriptoma completo en 1240
adultos de poblacién general (Goring y cols., 2007), mientras que este estudio se realizd
en nifios con niveles extremos de C-HDL, eliminando asi la parte central de la curva de
distribucion normal con respecto a los niveles de C-HDL. Es probable también que la
ausencia de VANNI en la lista de genes con expresion diferencial significativa en los
microarreglos, pudiera indicar que, més alla de la estrategia utilizada, probablemente la
contribucién de la expresiéon de VNNI a la modulacion de los niveles de C-HDL sea

menor.

Goring y colaboradores (2007) reportaron una correlacién significativa de la
expresion de VAVNI con los niveles de C-HDL (r=0.28; P= 4 x 10°); en este estudio
encontramos que los niveles de expresion del gen VNAZ en leucocitos correlacionaron
positivamente con los niveles de C-HDL en nifios prepuberes mexicanos, lo cual fue
significativo solo en las nifias (r=0.22, P=0.017). Existe evidencia experimental previa
de que Vanina 1 es un regulador central de la biosintesis de lipidos, controlando el flujo
a través de las rutas biosintéticas de colesterol y/o de los acidos grasos (Kaskow y cols.,
2012). Recientemente, en un modelo de ratén se observé que el silenciamiento de
VNNI disminuyd significativamente el eflujo de colesterol mediado por ApoAl y en
contraste, la sobreexpresion de este gen promovio este proceso; estos datos en
conjunto sugieren que VNNI puede afectar la homeostasis de las HDL a través del eflujo
de colesterol (Bozaoglu y cols., 2012). La correlacion positiva de la expresion de VNNIy
los niveles de C-HDL en el humano reportada por Goring en adultos y en el presente
estudio en nifios es consistente con estos hallazgos en raton; sin embargo, es necesario

realizar analisis funcionales en el humano para dilucidar si éste es el mecanismo por el
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cual VWV se asocia al C-HDL.

De manera interesante, la expresion del gen VANNI presentd una correlacion
negativa con los niveles de triglicéridos y el z-score del IMC en la poblacién total; estas
correlaciones nuevamente fueron significativas solo en las nifias. Existe solo un estudio
en ratones donde se reportd a VNI asociado a la presencia de obesidad, formando
parte de una red genética generada a partir de datos de expresion en higado, en la cual
fue considerado como un gen causal para esta enfermedad (Schadt y cols., 2005). En
otro estudio reciente se reporto que la sobreexpresion de VANI en un modelo de higado
graso en raton precede la acumulacién de lipidos y es mediada diferencialmente por
varios tipos de acidos grasos libres, postulando asi a VANI como un gen nuevo
involucrado en la patogénesis del higado graso no alcohdlico (Motomura y cols., 2012),
una enfermedad asociada a la obesidad. Hasta la fecha, el presente estudio es el Gnico
en el que se han analizado los efectos de la expresion de VANNI sobre diversos
pardmetros metabdlicos en nifios, por lo que se requieren méas estudios para confirmar

estos hallazgos y para caracterizar las diferencias observadas por género.

Con respecto a la variante G-137T, la frecuencia del alelo T en la poblacion
infantil mexicana estudiada fue de 35%; esta frecuencia es similar al 33% reportado
para México-americanos en el HapMap y es menor a la reportada para poblaciones
europeas, la cual es de 67% (International HapMap Consortium, 2003). Es importante
mencionar que este polimorfismo no habia sido asociado a los niveles de C-HDL en los
GWAS, posiblemente debido a que esos estudios en su mayoria son realizados en
poblaciones caucésicas (Willer y cols., 2008; Kooner y cols., 2008; Kathiresan y cols.,
2008). Ademas, es probable que la contribucion de este polimorfismo en la modulacion
de los niveles de C-HDL sea pequefia y por ello no habia sido identificado en ese tipo de
andlisis, donde se identifican principalmente variantes con una contribucion mayor.
Aunado a esto, es importante considerar que los niveles de C-HDL son un rasgo
complejo que no solo se modula por factores genéticos y epigenéticos, también los

factores ambientales juegan un papel importante en su regulacion (Jeffs y cols., 2006).

55



En algunos estudios se ha reportado que la ancestria genética tiene un efecto
sobre la expresion génica global y sobre las asociaciones de algunas variantes genéticas
con diversas enfermedades (Storey y cols., 2007; Yang y cols., 2012); ademas, se sabe
que el C-HDL presenta variacion en sus niveles entre las distintas poblaciones (Aguilar-
Salinas y cols., 2001; Bruckert 2006). Considerando que la poblacibn mexicana es
producto de la mezcla principalmente entre poblacion europea (espafiola) y poblaciones
nativas americanas (Lisker y cols., 1990; Martinez-Marignac y cols., 2007; Martinez-
Fierro y cols., 2009) y tomando en cuenta también que la frecuencia del alelo de riesgo
(T) de la variante G-137T es mas frecuente en la poblacion europea, se estimoé el
componente de poblacion europea y nativo americana en los nifios analizados. Los
resultados de estimacién de componente nativo americano (65%) y componente de
poblacion europea (35%) obtenidos en este estudio, fueron consistentes con lo
reportado en un estudio previo realizado en poblacién de la Ciudad de México (Martinez-
Marignac y cols., 2007). Es importante mencionar que todas las asociaciones reportadas
en este estudio permanecieron significativas después de ajustar por ancestria,
sugiriendo que la estratificacién poblacional no fue un factor confusor importante en los

andlisis realizados.

El genotipo TT de la variante G-137T se asocié significativamente con niveles
mas bajos de RNAm de IV/WNI, comparando con los portadores del alelo G en una o dos
copias; esto es congruente con lo reportado por Goéring y colaboradores en adultos
México-americanos. Aln cuando en este mismo estudio se evidencio experimentalmente
y a nivel bioinformatico que esta variante en promotor tiene efectos funcionales
importantes sobre la afinidad de unién a factores de transcripcion, especificamente a
Spl (Géring y cols., 2007), el genotipo TT en nuestro estudio solo contribuy6 de manera
independiente a la explicacién de 4.8% de la variacion en la expresion del gen VANI.
Este resultado es consistente con el rango previamente reportado (3.1 a >80%) del
efecto que pueden tener los SNPs (Polimorfismos de un solo nucle6tido) sobre la
variabilidad en la expresion génica (Zeller y cols., 2010). Sin embargo, aun faltan por
determinar los otros factores genéticos y los ambientales que explican la mayor parte de
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la variabilidad en la expresion del gen VANI.

De manera interesante, el genotipo TT se asocio con los niveles de TG y de CT,
solo en las nifias; sin embargo, estas asociaciones no permanecieron significativas
después de ajustar por el z-score del IMC, lo que sugiere que pudieran ser mediadas
por un efecto sobre la grasa corporal. Asimismo, esta variante se asocid
significativamente a un mayor z-score del IMC y a un mayor porcentaje de grasa en la
poblacion total. No existe evidencia experimental previa del papel que tiene VYNNI sobre
la funcion del adipocito en el humano; no obstante, VNN fue identificado como un gen
relacionado con la obesidad en ratones (Schadt y cols., 2005) y se sabe que induce
lipdlisis en el tejido adiposo de la rata (Bocos y Herrera, 1998). En diversos estudios se
ha reportado la correlacion de la actividad de panteteinasa de Vanina 1 con el estrés
oxidativo y la inflamacion (Martin y cols., 2004; Berruyer y cols., 2006; Mahr y cols.,
2006; Di Leandro y cols., 2008; Jansen y cols., 2009); sin embargo, no existen estudios
en modelos animales o en humanos, en los cuales se evalle la implicacién del gen

VNNI ni de la proteina Vanina 1 en el desarrollo de obesidad.

Debido a que las variantes en el gen VNN no habian sido previamente asociadas
con la obesidad en los GWAS (Thorleifsson y cols., 2009; Speliotes y cols., 2010) y
considerando que el numero de muestras analizadas en este estudio es reducido, las
asociaciones encontradas deben ser interpretadas con cautela. Se requieren estudios
adicionales que incluyan un mayor tamafo de muestra para confirmar y entender ain

mas el papel de V/VNI en el desarrollo de la obesidad en el humano.

Las diferencias observadas al estratificar por género son importantes,
particularmente tomando en cuenta que se trata de nifios prepuberes. Las nifias
prepuberes estudiadas presentaron un porcentaje de grasa significativamente mayor
gue los nifios, lo cual podria explicar al menos en parte las diferencias observadas en las
asociaciones geneéticas y en las correlaciones estratificadas por género. Se han
reportado previamente diferencias de género en el efecto de los polimorfismos sobre los
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parametros lipidicos en nifios prepuberes (LOpez-Simén y cols., 2009), las cuales han
sido explicadas por la variacién en los niveles del sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEA-S), una prohormona producida por las glandulas suprarrenales (Garcés y cols.,
2003). Sin embargo, debido a que en este estudio no se midieron los niveles de DHEA-
S, no podemos afirmar si este factor hormonal modula el efecto de los niveles de

expresion de VN1 vy la variante G-137T sobre los niveles de C-HDL.

Una vez que se evalué VNNI, un gen cuya expresion habia sido previamente
asociada a los niveles de C-HDL en un estudio previo, se analizaron los genes que
habian presentado las diferencias de expresién mas significativas en los microarreglos y
cuyo resultado habia sido validado por PCR en tiempo real. De los dos genes que
replicaron por esta segunda técnica, CUBN obtuvo el valor de P mas significativo
(P=0.009); considerando ademas que es un gen gue se sabe que esta involucrado en el
metabolismo de las HDL, particularmente en su catabolismo, ya que es un receptor de
ApoA1l en rifidn (Kozyraki y cols., 1999; Moestrup y cols. 2000), se analiz6 su expresion
en una muestra de poblacion infantil mexicana. Se obtuvo una correlacién positiva y
significativa de la expresién de CUBN con los niveles de C-HDL (r=0.180; P=9.2x10) y
también con los niveles de ApoAl, la apolipoproteina mas abundante dentro de la
estructura de las HDL (r=0.194; P=3.9x10). Se sabe que a nivel estadistico, un valor
de r<0.3 corresponde a una correlacion débil (Choudhury, 2009); sin embargo, en los
estudios similares a este trabajo, en donde se analiza la expresion de un gen y su
posible correlacién con diversos parametros metabdlicos, los valores de r generalmente
son menores a 0.3 (Morrison y cols., 2011; Chang y cols., 2010), por lo tanto, las

correlaciones obtenidas, alin cuando son bajas, son relevantes y significativas.

Los niveles de RNAmM de un gen pueden ser modificados por polimorfismos
ubicados en los elementos que regulan su expresion (Cookson y cols, 2009). Aunado a
esto, los genes expresados diferencialmente en el microarreglo no se agruparon dentro
de una red biologica conocida, por lo cual era probable que su regulacion se debiera a
elementos en c¢/s. Por esto se realizd la secuenciacion de 1 kb del promotor del gen
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CUBN, con el objetivo de buscar variantes asociadas a los niveles de expresion de este
gen. Se identificO asi la variante T-405A, la cual se asoci6 de manera significativa a
niveles bajos de expresién del gen CUBN (P=2.5 x 10°®). Es importante mencionar que
no existen estudios previos de esta variante, y que solamente se encuentran reportadas
sus frecuencias para europeos y africanos en el HapMap, donde se observa que para

ambas poblaciones es altamente frecuente.

Al analizar la variante T-405A con respecto a los niveles de C-HDL, no se encontro
asociacion significativa en la poblacion total ni en el analisis estratificado por género. Al
realizar el calculo del poder estadistico para esta variante con respecto a su asociacion
con los niveles de C-HDL, se obtuvo un valor de aproximadamente 21%, lo cual esta
alejado del 80% considerado como minimo para la realizacion de este tipo de analisis;
por lo tanto, es necesario incrementar el tamafio de la muestra para confirmar que no
existe asociacion de esta variante con los niveles de C-HDL. Existe también la posibilidad
de que sean otras las variantes en el gen CUBN las que si estén asociadas a los niveles
de C-HDL.

Finalmente, el abordaje de este estudio permitid la identificacion de genes
asociados, mediante su expresion, a los niveles de C-HDL en una muestra de poblacién
infantil mexicana, demostrando asi la importancia de implementar diversas estrategias,
como el andlisis de individuos con fenotipos extremos y el analisis de expresion génica,
para dilucidar el componente genético que modula los niveles de C-HDL en esta

poblacion.
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VIII.- CONCLUSIONES

El analisis de los patrones de expresion génica en nifios con niveles extremos de C-
HDL permitio la identificacion de genes, como CUBN'y HRH4, asociados a los niveles
de C-HDL.

La expresion del gen CUBN correlaciond positivamente y de manera significativa con
los niveles de C-HDL en una muestra de poblacion infantil mexicana; se identificd
una variante (T-405A) en el promotor de CUBN que se asocid significativamente a

los niveles de expresion de este gen.

Los niveles de expresion del gen VNNI y la variante G-137T se asociaron a los
niveles de C-HDL, en niflas prepuberes mexicanas. Sin embargo, se requieren
estudios adicionales con un tamafio de muestra mayor para confirmar estos

hallazgos.

La utilizacion de dos estrategias y metodologias complementarias permitié la
identificacion de CUBN'y VNNI, dos genes asociados mediante su expresion a la
variacion de los niveles de C-HDL; el estudio a nivel funcional de estos genes

contribuiréa considerablemente al conocimiento del metabolismo del C-HDL.
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IX.- PERSPECTIVAS

Evaluar a nivel funcional la participacion del gen CUBN en la regulacion de los niveles
de C-HDL, particularmente en células humanas de rifion, considerando que este gen

codifica para un receptor de ApoAl.

Estudiar la posible participacion de VNNI y la variante G137T en el riesgo
cardiovascular y en el desarrollo de higado graso en humanos. Analizar la posible
asociacion del gen VNNI con factores ambientales que modulan los niveles de C-

HDL, como la dieta y el ejercicio.

Establecer el posible mecanismo de asociacion del gen VNN y la modulacion de los
niveles de C-HDL a través del estudio del eflujo de colesterol en macréfagos

humanos.

Estos estudios en conjunto proporcionaran informacion atil para la integracion de los

genes CUBNy VNNI dentro de las rutas del metabolismo del C-HDL.
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XI.- ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Oligonucleotidos y sondas empleados para el analisis de los genes con la expresion diferencial
mas significativa en los microarreglos.

Gen Oligonucledtidos Secuencia Sonda No. de
5 —>3 catalogo de
la sonda
ROCK1-F acatttgactggaaataaagaaagg
ROCK1 88 | 04689135001
ROCK1-R gctccagttgcagggttaga
KIRS2DS2-F ggtcaaaatccctttcacca
Genes KIRS2DS2 35 | 04687680001
subexpresados KIRS2DS2-R tggtccattacagcagcatt
TUBB2A-F aaatatgtacctcgggccatc
TUBBZA 50 |04688112001
TUBB2A-R gttattcccggctccactct
ALKBH1-F ccaaacccttgctgtcattc
ALKBH1 2 04684982001
ALKBH1-R cctcatccctttgaagacca
CD200R1-F gggattcatttggttgttgaa
CD200R1 46 | 04688066001
Genes CD200R1-R tcaacaactggagtagattctgtttt
sobreexpresados HRH4-F cctgtcagtctcaaatgctgtg
HRH4 49 | 04688104001
HRH4-R tggcccattcactaagaagg
CUBN-F ccatggcatctgtgaggatt
CUBN 78 0468901100
CUBN-R acagacgcagctgtacttgg
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Tabla suplementaria 2: Oligonucleétidos empleados en la secuenciacion del
promotor del gen CUBN.

Fragmento Oligonucleotidos Secuencia Tamafio del
5 >3 producto de
PCR (pb)
1 CUBN-F1 tgctcatggaaagtctgagtgca 432
CUBN-R1 tgataccaaaagcatgggca
5 CUBN-F2 cttccattctgggagttgct 389
CUBN-R2 ccttgcagaggagttccacc
3 CUBN-F3 ctccaacttcttttgcatgtgga 440
CUBN-R3 aagagtgaggccactccaacc
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Tabla suplementaria 3. Genes subexpresados con un FC < -1.50y A< 0.05

L metrix imbol I ‘s
ffymet Cromosoma Simbolo de Gen Funcion del gen FC P*
ID gen
Rho-associated,
coiled-coil containing
8019804 18 ROCK1P1 protein kinase 1 Dafio Vascular -2.02 0.000154
pseudogene 1
Killer cell
immunoglobulin-like )
8031344 19 KIR2DS2 receptor, two domains, Respuesta Inmune 1.70 0.000226
short cytoplasmic tail 2
TUBBZ2A Tubulin, beta 2A  |Estructural; formacion de
8116649 6 TUBBZB Tubulin, beta 2B microtGbulos -1.65 0.000833
Late cornified
7905507 1 LCE2A envelope 2A Queratinizacién -1.53 | 0.001732
8117594 6 HIST1HzBM | Mistone cluster 1, Estructura de 156 | 0.003403
H2bm nucleosoma
Transcription
8023154 18 TCEB3CL elongation factor B Transcripcion -1.51 0.004278
polypeptide 3C-like
Dual specificity
7910381 1 DUSP5P phosphatase 5 Defosforilacion de MAPK | -1.60 0.007408
pseudogene
NADH dehydrogenase
8032212 19 NDUFS7 (ubiquinone) Fe-S Cadena respiratoria -1.54 0.007680
protein 7
Olfactory receptor,
7939988 11 OR5M3 family 5, subfamily M, Receptor olfatorio -1.56 0.015020
member 3
8167573 X GAGE12B G antigen 12B Respuesta inmune -1.52 0.015840
8176570 4 DUX4 Double homeobox 4 | Asociadoadistrofia -y g6 | ¢ 516677
fascioescapulohumeral
8094134 4 DUB4 Deubiquitinating Procesos de 311 | 0.028935
enzyme DUB4 desubiquitinacion
Represion de la
7912567 1 pramers | PRAME family member) - sefializacion de acido | - 55 | ¢ 944925
15 retinoico; asociado a
leucemia
8149243 8 DUB3 Deubiquitinating Procesos de -1.78 0.045200
enzyme 3 desubiguitinacion

FC: Fold Change (numero de veces de cambio); * Valor de P calculado con prueba de ANOVA.
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Tabla suplementaria 4. Genes sobreexpresados con un FC > 1.50y £ < 0.05

Affymetrix imbol iy
ﬁylgt Cromosoma Sdelbg(:e: Gen Funcion del gen FC P*
alkB, alkylation repair Reparacion Ac.
7980454 14 ALKBH1 homo|og 1 (E CO“) Nucleicos 1.52 0.000100
8089568 3 CD200R1 CD200 receptor 1 Respuesta Inmune 1.51 0.000706
8020684 18 HRHA4 histamine receptor H4 | Respuesta Inmune 1.60 0.000756
cubilin (intrinsic factor- ,lF:.etlzeptlgr dz
7932326 10 CUBN cobalamin receptor) mu Ip(eHSDIIgan 0s 1.51 0.001165
Proliferacion,
8028194 19 INF382 zinc finger protein 382 diferenciacion . 1.55 0.001386
celular y apoptosis
tetratricopeptide Cit let
8056426 2 TTC21B repeat domain 21B itoesqueleto 1.52 0.001721
Hidroliza las
carboxypeptidase A3 proteinas a
aminoécidos
TBC1 domain family,
member 2B; similar to R iai
7985224 15 TBCID2B | TBC1 domain family, espuesta inmune 1.50 0.002661
member 2B
8104901 5 IL7R interleukin 7 receptor | Respuesta inmune 157 0.003437
Pseudogen
GTPase, very large posiblemente
7946275 11 GVINI interferon inducible 1 relacionado con 1.52 0.004156
respuesta inmune
- . Dominio de union a
7987369 15 ATPBD4 | ATP binding domain 4 ATP 1.53 0.005093
7921637 7 cD84 CD84 molecule Respuesta inmune 1.56 0.005660
ZNF552 zinc finger protein 552 . .
inc fi in 814 Proteinas de unién
8039692 19 ZNF814 zinc finger protein a DNA 1.81 0.006273
zinc finger protein 587
ZNF587
Sintesis y
glucosaminyl (N-acetyl)| ramificacion de la
8112668 5 GCNT4 transferase 4, core 2 mucina del tracto 1.503 0.006502
gastrointestinal
X-ray radiation Asociado a la
XRRA1 . y iated 1 resistencia a los
7950447 11 resistance assoclated 1| .o ¢ de los rayos| ~ 1.64 0.009558
RNF169 ring finger protein 169

X

FC: Fold Change (numero de veces de cambio); * Valor de P calculado con prueba de ANOVA.
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Tabla suplementaria 4 (Continuacion). Genes sobreexpresados con un FC > 1.50 y

P <0.05
Affymetrix Cromosoma Simbolo del Gen Funcion del gen FC P*
ID gen
Polimorfismos en
leucine rich repeat eSt? gen gsociados a
8135488 7 LRRN3 neuronal 3 autismo; incrementa 9 79 0.011360
la activacion de
MAPK
mastermind-like 2 D I ul
7951133 11 MAML2 (Drosophila) esarrolio celuiar 1.64 0.015156
inc fi in 737 Proteina de unién a
8035793 19 ZNF737 Zinc finger protein DNA 1.57 0.031441

FC: Fold Change (numero de veces de cambio); * Valor de P calculado con prueba de ANOVA.
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Abstract

Background: VNN1 gene expression levels and the G-137T polymorphism have been associated with high density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels in Mexican American adults. We aim to evaluate the contribution of VNNT gene
expression and the G-137T variant to HDL-C levels and other metabolic traits in Mexican prepubertal children.

Methodology/Principal Findings: VNNT mRNA expression levels were quantified in peripheral blood leukocytes from 224
unrelated Mexican-Mestizo children aged 6-8 years (107 boys and 117 girls) and were genotyped for the G-137T variant
(rs4897612). To account for population stratification, a panel of 10 ancestry informative markers was analyzed. After
adjustment for admixture, the TT genotype was significantly associated with lower VNNT mRNA expression levels (P=2.9 x
10°), decreased HDL-C levels (B=—6.19, P=0.028) and with higher body mass index (BMI) z-score (B =0.48, P=0.024) in
the total sample. In addition, VNN1 expression showed a positive correlation with HDL-C levels (r=0.220; P=0.017) and a
negative correlation with BMI z-score (r=—0.225; P=0.015) only in girls.

Conclusion/Significance: Our data suggest that VNNT gene expression and the G-137T variant are associated with HDL-C
levels in Mexican children, particularly in prepubertal girls.
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Introduction

Low plasma levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-
C) is the most common dyslipidemia in Mexican children and
adults [1-3], which is modulated by both genetic and lifestyle
factors [4,5]. Several genetic variants affecting HDL-C levels have
been identified through candidate gene/genome-wide association
studies (GWAS) and replicated in different populations [6-8].
However, relatively few genome-wide quantitative gene expression
studies identifying expression quantitative trait loci (eQTLs) for
HDL-C levels have been reported [9-12]. Interestingly, these
studies have identified some genes associated with HDL-C levels
not previously associated with this trait by GWAS. In this regard,
Goring et al. [9] reported that Vanin 1 (FVNNI) gene expression

PLOS ONE | www.plosone.org

levels showed the strongest correlation with HDL-C concentra-
tions in lymphocytes of Mexican-American adults. Moreover, the
authors also observed that the functional G-137T polymorphism
(rs4897612) was associated with both VNNI expression levels and
HDL-C concentrations in this population, even though the
polymorphism had not been previously associated with HDL-C
levels in GWAS performed mainly in Caucasians [6-8]. Although
there is no direct evidence of the role of the VNN protein in HDL-
C levels regulation, it is known that VNN codes for pantetheinase
and produces cysteamine, a potent antioxidant that prevents lipid
peroxidation [13,14] and has been associated with other metabolic
traits such as obesity in animal models [15]. VNNI thus can be
considered as a reasonable candidate gene to modulate HDL-C
levels and perhaps other metabolic traits.
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In addition to genetic variation, it is known that environmental
factors may modify gene expression [16,17]. Because environ-
mental exposure is likely to be not as relevant in children than in
adults [18,19], we sought to replicate the VANNI expression
association with the G-137T variant and HDL-C levels in a
population sample of Mexican prepubertal children, and to assess
whether VNNI expression is also associated with other metabolic
traits.

Materials and Methods

Subjects

We analyzed 224 healthy unrelated school-aged Mexican-
Mestizo children (107 boys and 117 girls) aged 6 to 8 years,
recruited from a summer camp for children of employees of the
Mexican Health Ministry (Convivencia Infantil 2008 and 2009,
Secretaria de Salud). Weight, height and waist circumference were
measured in all participants. Body mass index (BMI) was
calculated as weight in kilograms divided by height in meters
squared. BMI z-scores were calculated using age and sex specific
BMI reference data, as recommended by the Centers for Disease
Control and Prevention [20]. Fat mass percentage was measured
using a bioelectric impedance method (Quantum X impedance
analyzer, RJL Systems, Detroit, MI). None of the participants had
evidence of diabetes, thyroid, renal or liver disease. A parent of
cach 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
Meédicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ).

Biochemical Parameters

Blood samples were drawn from all participants after a 12-hour
fast. Total cholesterol (T'C), triglyceride (T'G), HDL-C and ApoAl
plasma levels were measured at the INCMNSZ with commercially
available standardized methods as described by Villarreal-Molina
et al. [21]. Hypoalphalipoproteinemia (HA) was defined as HDL-
C levels<40 mg/dL [22].

VNNT mRNA Expression Analysis
Total RNA was extracted from leukocytes using TRIzol
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). To avoid

Table 1. Anthropometric and biochemical parameters
according to gender.

Total subjects

Characteristic (224) Boys (107) Girls (117) P
Age, years 7.73+0.97 7.84+0.97 7.63+0.96 0.194
BMI z-score 0.99+0.98 1.0=1.0 0.98+0.97 0.846
FM, % 30.03+10.52 28371160  31.52+9.25 0.041
TG, mg/dL 98.03+59.09 90.95+50.38  104.50+65.62  0.087
TC, mg/dL 175.83+31.39  173.36+29.90 178.09+32.66 0.261
HDL-C, mg/dL  4858+1056  49.15+1036  48.06+10.75  0.442
ApoAl, mg/dL  168.52+21.74  171.08+20.57 166.40+22.53 0.120
HA (%) 19.6 16.8 222 0.310°

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

P-values were calculated by t-test;

X2 test.

doi:10.1371/journal.pone.0049818.t001
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DNA carryover, DNAse treatment was performed with DNAse I
recombinant (Roche, Rotkreuz, Switzerland). To perform the
expression analysis, 1000 ng of total RNA was reverse transcribed
with TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) using random hexamers, according to the
protocol recommended by the manufacturer. Real-time PCR was
performed in a LightCycler 2.0 (Roche, Rotkreuz, Switzerland),
using LNA TagMan probes from the Universal Probe Library
(Roche, Rotkreuz, Switzerland), in combination with intron-
spanning specific primers as described previously [23]. The
following primers and probes were used to assess VANNI gene
expression in human leucocytes: tcctgaggtgttgctgagtg (forward),
agcgtcegtcagttgacac  (reverse), and  probe  #80  (cat.
no. 04689038001). Hipoxanthine phosphoribosyl transferase
(HPRT) expression was measured as reference using HPRT
primers tgatagatccattcctatgactgtaga (forward), caagacattctttccagt-
taaagttg (reverse), and probe #22 (cat. no. 04688961001); f-actin
(ACTB) was measured as reference using Universal ProbeLibrary
Human ACTB Gene Assay (cat. no. 05046165001). All assays
showed linearity and a coefficient of variation<10%. Relative
quantification of gene expression was calculated with the Light-
Cycler Software 4.0.

Single Nucleotide Polymorphisms Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
using 2 QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen, Valencia, California).
The VNNI G-137T variant was genotyped using the TagMan
assay (C_29857881_10 (ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System; Applied Biosystems, Foster City, CA). No discordant
genotypes were observed in 30 duplicate samples analyzed by
direct sequencing. VANNI G-137T genotype frequencies were
tested for Hardy-Weinberg equilibrium, deviation was not
observed in any group.

Because the Mexican population resulted from the admixture of
mainly European (Spaniard) and Native American populations, it
was necessary to assess whether any association could be
confounded by population stratification. A panel of 10 ancestry
informative markers (AIMs) distinguishing mainly Native Amer-
ican and European ancestry (8 for the minor allele>0.29), was
screened in all participants (rs3340, rs1881826, rs2341823,
rs4130405, rs1980888, rs1487214, rs726391, rs724729, rs292932
and rs1877751) [24,25]. Genotyping was performed using Tag-
Man assays (ABI Prism 7900HT Sequence Detection System;
Applied Biosystems, Foster City, CA). Genotyping call rates of
each ancestry informative marker exceeded 95%, and no
discordant genotypes were observed in 48 duplicate samples. No
ancestry informative marker showed significant departure from
Hardy-Weinberg equilibrium.

Statistical Analysis

Because gene expression, HDL-C levels and the effect of some
polymorphisms on metabolic traits are known to have gender
differences [26-29], all analyses were performed on the entire
sample and stratified by gender. Differences in anthropometric
and biochemical parameters were analyzed using Student’s t-test.
Because VANNI gene expression and triglyceride levels were not
normally distributed, they were log transformed for analysis.
Correlations between VNNI gene expression and metabolic
parameters were analyzed using Pearson’s correlation and partial
correlation was used to examine the correlations between gene
expression and metabolic phenotypes adjusting for admixture.
Differences in anthropometric and biochemical parameters
according to G-137T genotype were tested by linear regression
analysis. Associations were analyzed using additive (Table S1),
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Table 2. Correlation of VNNT mRNA levels in leukocytes with

metabolic phenotypes.

VNN1 Expression and G-137T Variant in Children

Whole Population (n=224) Boys (n=107) Girls (n=117)

Metabolic phenotypes r P P r P P r P P
BMI z-score —0.144 0.032 0.034 —0.062 0.528 0.518 —0.225 0.015 0.015*
FM, % —0.118 0.080 0.085 —0.068 0.490 0.525 —0.145 0.118 0.119
TG, mg/dL —0.149 0.026 0.028 —0.062 0.525 0.576 —0.208 0.025 0.023
TC, mg/dL —0.056 0.402 0.396 —0.047 0.631 0.643 —0.051 0.586 0.586
HDL-C, mg/dL 0.086 0.198 0.211 —0.071 0.465 0.448 0.220 0.017 0.017
ApoA1, mg/dL 0.042 0.546 0.566 —0.106 0.308 0.308 0.129 0.170 0.175

@P-values adjusted for admixture.
*Significant after Bonferroni correction.
doi:10.1371/journal.pone.0049818.t002

dominant (Table S2) and recessive models for the T allele, being
the recessive model the most significant. Comparison of VNNI
expression levels between G-137T genotypes was performed using
Mann-Whitney U test. All statistical analyses were performed
using SPSS version 15.0 (Chicago, IL) and a P-value of less than
0.05 was considered statistically significant. Genetic ancestry
estimates were computed from genotypes for 10 AIMs using the
program ADMIXMAP [30]. Because the Mexican-Mestizo
population derived mainly from Native American and European
populations, the model used included two primary parental
populations. All analyses were adjusted for admixture and for
BMI-z score when appropriate. To address multiple testing, we
first determined the average pairwise correlation for all measure-
ments (6 measurements, correlation = 0.38); with this correlation
we calculated Bonferroni’s correction using the freely available
Simple Interactive Statistical Analyses Software (http://www.
quantitativeskills.com/sisa/) and a P-value below 0.017 was

0.016

GG+ GT TT
n=199 n=25

VNNT1 transcripts/1pg total RNA (normalized to B-actin)

Figure 1. Effect of G-137T variant on VNN7 expression levels in
Mexican prepubertal children. The results are presented as the
global mean = the standard error.
doi:10.1371/journal.pone.0049818.g001
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BMI, body mass index; FM, percent fat mass; TG, triglyceride; TC, total cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol.

considered significant. The study power to detect association of
G-137T with HDL-C levels was estimated using QUANTO
software (v1.2.4, http://hydra.usc.edu/GxE/) and reached
82.8%, assuming a recessive model with a minor allele (T)
frequency of 0.35, beta for HDL-C levels of —6.19 (SE =2.20) and
sample size of 224 individuals. Statistical power stratified by
gender was 53.5% for boys and 54.1% for girls.

Results

Anthropometric and Biochemical Characteristics

Table 1 describes the anthropometric characteristics and lipid
profile of the children stratified by gender. Fat mass percentage
was significantly higher in girls (P=0.041), but no significant
gender differences in BMI-z score or lipid parameters were
observed.

VNN1 Expression Analysis

VNNI expression levels were not significantly correlated with
HDL-C levels in the entire study population, but showed a
significant negative correlation with BMI z-score and TG levels
(P=0.032 and 0.026, respectively) (Table 2). On stratification
according to gender, a significant positive correlation of VANNI
expression levels with HDL-C (P=0.017), and significant negative
correlations with BMI z-score and TG levels were observed
exclusively in girls (P=0.015 and P=0.025). All associations
remained significant by further adjustment for admixture, but only
the association with BMI-z score was significant after correction
for multiple testing.

G137T Variant, VNNT Expression Levels and Metabolic
Parameters

The overall frequency of the T-137 allele was 35%. The TT
genotype was significantly associated with lower VNNI expression
levels (P=2.9 x 107" after adjusting for admixture) (Figure 1).
Multiple linear regression analyses to predict VNNI expression
levels revealed that only T'T' genotype contributed independently
to explain 4.8% of the variance at VNNI gene expression
(P=0.004). In addition, the TT genotype was associated with
lower HDL-C and ApoAl levels (P=0.005 and 0.044, respective-
ly), and with higher BMI z-score, percent fat mass, TG and TC
levels in the whole sample (P<0.05, Table 3). After adjusting for
BMI z-score and admixture, only associations with TC and HDL-
C remained significant in the whole sample (P=0.034 and 0.028,
respectively). On stratification according to gender, a significant
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Table 3. Association of G-137T variant with metabolic parameters stratified by gender.

All children (n=224) Boys (n=107) Girls (n=117)

Parameters Effect (SE) P P Effect (SE) P P Effect (SE) P P

BMI z-score 0.48 (0.21) 0.024 0.024 0.69 (0.36) 0.061 0.063 0.38 (0.26) 0.146 0.156
FM, % 5.66 (2.25) 0.012 0.012* 6.45 (4.24) 0.131 0.123 4.56 (2.46) 0.067 0.072
TG, mg/dL 25.76 (12.45) 0.040 0.194 —1.65 (17.63) 0.926 0.371 39.53 (17.34) 0.024 0.079
TC, mg/dL 16.35 (6.58) 0.014 0.034 10.64 (10.41) 0.309 0.423 18.93 (8.64) 0.031 0.057
HDL-C, mg/dL —6.19 (2.20) 0.005 0.028 —2.10 (3.62) 0.562 0.994 —8.47 (2.80) 0.003 0.010*
ApoA1 mg/dL —9.66 (4.77) 0.044 0.093 —5.95 (8.72) 0.497 0.969 —12.44 (5.98) 0.040 0.093

Effect values are presented as effect for two T copies (recessive model), standard error (SE). Genotype frequencies: all children (GG, 41.1%; GT, 47.7%; TT, 11.2%); boys
(GG, 42.1%; GT, 49.5%; TT, 8.4%); girls (GG, 40.2%; GT, 46.1%; TT, 13.7%). BMI, body mass index; FM, percent fat mass; TG, triglyceride; TC, total cholesterol; HDL-C, high-
density lipoprotein cholesterol.

?P-values adjusted for admixture in all tests and for BMI z-score when appropriate.

*Significant after Bonferroni correction.
doi:10.1371/journal.pone.0049818.t003

association of T'T genotype with lower HDL-C levels was observed
exclusively in girls (P=0.010).

Discussion

Several epidemiological studies report that the onset of
metabolic disease is occurring at increasingly earlier ages
[31,32]. In the Mexican population, low HDL-C levels is the
most common dyslipidemia in both adults and adolescents [1-3],
and was also found to be common in prepubertal children aged 6—
8 years (20%), showing that low HDL-C levels are present since
childhood in this population.

Several studies have shown that variation in gene expression is
probably an important mechanism influencing HDL-C levels [9—
11,33]. Goring et al. observed that VNNI expression levels showed
the strongest correlation with HDL-C concentrations in lympho-
cytes of Mexican-American adults, (r=0.28, P=4 x 1079,
Similarly, we observed a positive correlation of VNN expression
levels in leukocytes with HDL-C levels in Mexican prepubertal
children, which was significant only in girls (r=0.22, P=0.017).
We also observed a negative correlation of NN/ expression levels
with triglyceride levels and BMI z-score in the whole sample, again
with gender-specific differences. Although the mechanism by
which VNNT function may affect these metabolic traits is largely
unknown, there is experimental evidence that Vanin 1 is a central
regulator of lipid biosynthesis by controlling the flux through the
fatty acid and/or cholesterol biosynthetic pathways [34]. Because
to our knowledge this is the only study analyzing the effects of
VNNT expression levels on metabolic traits in children, further
studies are required to confirm this finding and to further
characterize the gender differences observed.

The VANNI T-137 allele frequency in the Mexican children
population (35%) was similar to the 33% frequency reported in
Mexican-American population and lower than in European
populations (67%) [35]. Several studies have reported an effect
of genetic ancestry on both global gene expression and associations
of gene variants with disease [36,37]. Because the Mexican
population is the result of admixture, mainly of Spanish and
Native American populations [25,38], we included ancestry as a
confounding factor to test for associations. Although the panel of
AIMs analyzed is small (10 AIMs), the mean admixture
proportions of the population were estimated as 65% Native
American and 35% European, in agreement with previous studies
in the population of Mexico City using 69 AIMs [25]. All
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associations reported in the present study remained significant
after adjusting for admixture, suggesting that population stratifi-
cation was not an important confounding factor in our analysis.

The TT genotype was significantly associated with lower VAN/
expression and HDL-C levels, in accordance with the findings of
Goring et al. in Mexican-American adults. Although experimental
evidence strongly supports that this promoter polymorphism has
functional consequences with respect to binding transcription
factors [9], this genotype contributed independently to explain
only 4.8% of the variance at VNNI gene expression. While this is
consistent with the previously reported range of the effect of SNPs
on gene expression variability [11], the genetic and environmental
factors explaining most of VANNI gene expression variability
remain to be determined.

Interestingly, associations of the TT genotype with higher TG
and TC levels were observed in girls. However, these associations
lost significance after adjusting for BMI z-score, suggesting they
may be mediated by an effect on body fat. To our knowledge,
there is no previous experimental evidence of the role of VNN in
human adipocyte function, however it was identified as an obesity-
related gene in mice [15] and is known to induce lipolysis in rat
adipose tissue [39]. Because VNNI gene variants have not been
previously found to be associated with obesity in GWAS [40,41]
and because the sample number analyzed here is reduced, these
associations should be interpreted with caution. Additional studies
are required to confirm and further understand the role of VANN/
in human obesity.

The gender differences observed are noteworthy, particularly
because it involved prepubertal children. Mexican prepubertal
girls showed significantly higher fat mass percentage than boys,
which could explain at least part of the gender differences
observed for genetic associations and correlations. Gender
differences in the effect of polymorphisms on lipid traits have
been previously observed in prepubertal children [28], apparently
explained by dehydroepiandrostenone-sulfate (DHEA-S) level
variation [42]. Because we did not measure DHEA-S levels, we
cannot rule out whether this factor modulates the effect of VNNI
gene expression levels and the G-1377T variant on metabolic traits
in this study.

In conclusion, our data suggest that VNI gene expression levels
and the G-137T variant are associated with lipid traits (particu-
larly HDL-C levels) in Mexican prepubertal girls. However, these
results should be interpreted with caution and further studies with
larger samples sizes are required to confirm these findings.
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