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Titulo

Asociacion de la variante exml1377645 del gen NPC1l con la

hipertrigliceridemia en una cohorte de mexicanos.

Marco teérico

Los triglicéridos se constituyen por tres acidos grasos y un esqueleto de
glicerol, la sintesis se lleva a cabo mediante la via de glicerol-fosfato en el tejido
adiposo. El tejido adiposo es el principal sitio de almacenamiento de los
triglicéridos, debido a la accion de la insulina que inhibe a la lipasa lipoproteica. La
obesidad aumenta la lipdlisis del tejido adiposo, lo cual resulta en la elevacion de
acidos grasos libres en la circulacion. Los &cidos grasos libres son el sustrato para
la sintesis hepética de moléculas ricas en triglicéridos, como lo son las VLDL. (1)

Las concentraciones séricas de triglicéridos no s6lo dependen del aumento
de la sintesis a nivel hepatico, también de la disminuciéon en su eliminacion. La
sintesis de triglicéridos a nivel hepatico se regula por la expresion de los genes
LXR, ChREBP y FXR; los dos primeros aumentan la sintesis y el dltimo la
disminuye. (2-4) La eliminacion de triglicéridos se regula por diferentes proteinas;
tales como: la lipasa lipoproteica, la lipasa endotelial, la lipasa hepatica, la proteina
GPIHBP1, la apolipoproteina C-1l y la apolipoproteina A-V. (5-8)

La hipertrigliceridemia depende de la interaccion entre factores ambientales
y genéticos. Entre las causas ambientales mas comunes estan la hiperglucemia, la
ingestion de alcohol, el consumo excesivo de azUcares simples y/o grasas, la

uremia, el sindrome metabdlico y el empleo de varios farmacos. (9,10)

La hipertrigliceridemia se define como el valor de triglicéridos >1.7mmol/L
(>150mg/dL). (11) Es un factor de riesgo cardiovascular independiente de otros
factores, (12) y es frecuente en adultos mexicanos. Segun la Encuesta Nacional

de Salud y Nutriciébn 2006 la hipertrigliceridemia, en México, tiene una prevalencia
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de 31.5%; es la segunda dislipidemia mas comun después de Ila
hipoalfalipoproteinemia. En esta encuesta la concentracion de triglicéridos fue
mayor en el subgrupo de hombres que en el de mujeres. Las personas mayores
de 40 afos de edad tuvieron valores de triglicéridos mayores que las personas
menores a esta edad. Las personas con sobrepeso y con diagndstico de diabetes
mellitus tipo 2 tuvieron un nivel mayor de triglicéridos en suero al compararlos con

personas con peso normal y sin diagnostico de diabetes mellitus tipo 2. (13)

Las variaciones alélicas de numerosos genes, que intervienen en la sintesis
y en la eliminacion de triglicéridos, determinan la concentracion en el suero;
existen estudios de asociacion genética que identificaron nuevas variantes que se

asocian al riesgo de tener hipertrigliceridemia.

En un metaandlisis de estudios de escrutinio completo del genoma, en
poblacion europea, se identificaron 24 locus que se asocian con la
hipertrigliceridemia. Algunos de los genes fueron ANGPTL3, APOB, GCKR, LPL,
LRP1, APOE. Estas variantes explican en conjunto el 10-12% de los casos de

hipertrigliceridemia. (14)

Recientemente, se realizé un escrutinio completo del genoma con multiples
marcadores en una muestra representativa de poblacion mexicana, se genotiparon
cerca de 600,000 SNPs en la fase de descubrimiento y 1,536 SNPs en la fase de
replicacion. Se identific6 que las variantes que tuvieron la mayor fuerza de
asociacion con la hipertrigliceridemia se encuentran en los genes APOA5, GCKR,
LPL, MLXIPL, TIMD4, CILP2, ANGPTL3 Y NPC1. La identificacion de la
asociacion entre la variante del gen NPC1 (rs9949617) y la hipertrigliceridemia fue
un hallazgo novedoso, presente solamente en poblacion mexicana. El alelo de

riesgo esta presente en el 40% de los casos. (15)

El gen NPC1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 18, contiene 4
exones y codifica la informacion para la sintesis de una proteina de 1,278

amnioacidos. La proteina NPC1 se localiza en la membrana de los lisosomas,



tiene 13 dominios transmembrana con el extremo aminoterminal intralisosomal y el

extremo carboxiterminal citoplasmico. (16, 17)

La proteina NPC1 es un aceptor del colesterol hidroxilado que proviene de
la proteina NPC2, posteriormente la proteina NPCL1 lo transporta hacia el reticulo
endoplasmico donde el colesterol se une al factor transcripcional SREBP2. La
interaccion entre SREBP2 y las regiones regulatorias de los genes que patrticipan
en la lipogénesis depende de la concentracion de colesterol en el reticulo
endoplasmico. Concentraciones bajas de colesterol inducen la liberacion de
SREBP2 y con ello la activacién de la lipogénesis. Por lo anterior, una variante del
gen NPC1 que altere su actividad resultara& en menor aporte de colesterol al
reticulo endoplasmico y en consecuencia mayor expresion de los genes que

regulan lipogénesis. (17, 18)

En modelos murinos, la haploinsuficiencia del gen NPC1 se asocia con
aumento de la adiposidad abdominal, el aumento en el tamafio del higado por
aumento en la cantidad de triglicéridos en éste, y aumento en la concentracion de
colesterol y triglicéridos en suero (19). En el mismo contexto, el gen NPC1 se
asocia con la obesidad en nifios mexicanos (20).



Planteamiento del problema

La hipertrigliceridemia es un factor de riesgo cardiovascular comun en
mexicanos. Se demostré6 de forma novedosa en un escrutinio completo del
genoma una asociaciéon entre dos variantes del gen NPC1l (rs9949617 vy
rs4800467) la hipertrigliceridemia en una cohorte de mexicanos. Estas variantes
no se identificaron en poblacion europea. La identificacion de nuevas variantes
del gen NPC1 reforzard el conocimiento sobre la patogénesis de la
hipertrigliceridemia, lo que ayudara a identificar individuos con riesgo mayor de
presentar complicaciones cardiovasculares, y a reforzar las medidas

farmacoldgicas y no farmacoldgicas para prevenirlas.



Pregunta de investigacion

¢La variante exm1377645 del gen NPC1 se asocia con la hipertrigliceridemia en

esta cohorte de mexicanos?



Hipotesis

Hipotesis nula: La variante exm1377645 del gen NPC1 no se asocia con la
hipertrigliceridemia en esta cohorte de mexicanos.
Hipotesis alterna: La variante exm1377645 del gen NPC1 se asocia con la

hipertrigliceridemia en esta cohorte de mexicanos.



Objetivos

Objetivo general: Explorar la asociacion de la variante exm1377645 del gen
NPCL1 y la hipertrigliceridemia en esta cohorte de mexicanos.
Especificos:
a) Ajustar la asociacion a variables tales como sexo, edad, indice masa
corporal, dos marcadores de ancestria y estatus de diabetes mellitus tipo 2.

b) Explorar el desequilibrio de ligamiento (LD) con las variantes rs9949617 y
rs4800467 del gen NPC1.



Metodologia

Caracteristicas de la poblacion:

Se obtuvo la secuenciacion de exomas de las muestras de ADN de 1,825
personas que se reclutaron en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) en México D.F. Un total de 1,109 personas
tuvieron los niveles de triglicéridos >1.7mmol/L, mientras que 716 personas
tuvieron los niveles <1.7mmol/L. La cuantificacion de triglicéridos se realizé con
métodos estandarizados disponibles comercialmente. La busqueda de las
variantes del gen NPC1 se extendié entre las posiciones 18800 y 19400 en el
brazo largo del cromosoma 18, se identifico la variante exm1377645 presente en

la totalidad de la cohorte.

Caracteristicas del estudio:
Estudio transversal, observacional y comparativo.

Criterios de seleccion:
a) Criterios de inclusion
Casos: Individuos mayores de 18 afos de edad con hipertrigliceridemia
(>1.7mmol/L)
Controles: Individuos mayores de 18 afos de edad sin

hipertrigliceridemia.(<1.7mmol/L)

Variable Dependiente:
e Variante exm1377645 del gen NPC1
Variable Independiente

e Concentracion de triglicéridos
Variables de confusidn:

Edad, indice de masa corporal (IMC), dos marcadores de ancestria (pcl y

pc2) y estatus de diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
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Estrategia de andlisis estadistico:

Se realiz6 la estadistica descriptiva para las caracteristicas basales de las
personas, media, desviacion estandar y porcentajes.

Se exploré la asociacion de la hipertrigliceridemia y la variante de riesgo
exm1377645 mediante un modelo de regresion logistica multiple para las variables
hipertrigliceridemia, edad, indice de masa corporal, dos marcadores de ancestria y
estatus de diabetes mellitus tipo 2 (STATA® version 12.1)

Se exploro el LD entre la variante de riesgo exm1377645 y las variantes del
gen NPC1 rs9949617 y rs4800467 (Haploview® version 4.2)
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Resultados

Las caracteristicas clinicas de los participantes en ambos grupos se
resumen en la Tabla 1. El porcentaje de participantes con diagndstico de diabetes
mellitus tipo 2 fue mayor en el grupo de casos en comparacion de los controles,
58.43% vs. 41.57% respectivamente. El promedio de edad de ambos se encontr
dentro de la sexta década de la vida, y el promedio de indice de masa corporal se

encontré en el rango de sobrepeso en ambos grupos.

Tabla 1. Caracteristicas basales

Triglicéridos > 1.7mmol/L  Triglicéridos < 1.7mmol/L

n (%) 1109 (60.76) 716 (39.23)
mmol/L 3.06 (+1.62) 1.20 (+0.24)

Edad 55.03 (+10.42) 56.54 (+10.95)

IMC 28.78 (+4.15) 27.50 (+4.18)
DM 2 (%) 648 (58.43) 298 (41.57)

La variante exm1377645 del gen NPC1l se encontr6 en la posicion

19154143 en el brazo largo del cromosoma 18.

El modelo de regresion logistica demostrd que la variante exm1377645 es
de riesgo para la hipertrigliceridemia, OR=1.18 (IC 95% 1.03-1.36), p=0.016. En la
Tabla 2 se presentan los ORs de cada una de las variables de riesgo que se

exploraron en la busqueda de asociacién con la hipertrigliceridemia.

Tabla 2. Variables y su asociacién a la hipertrigliceridemia

Variable OR P IC 95%
Edad 0.99 0.033 0.98-0.99
IMC 1.08 <0.001 1.05-1.10
DM2 1.39 0.001 1.131.70
pcl 0.15 0.209 0.008-2.83
pc2 0.0001 0.435 1.36e-14 - 932892.4
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exm1377645 1.18 0.016 1.03-1.36

pcly pc2: marcadores de ancestria

La variante exm1377645 del gen NPC1 tuvo un LD de r?=0.014 con las
variantes rs9949617 y rs4800467 del mismo gen. Las frecuencias genotipicas de
la variante exm1377645 fueron: AA 58%, CC 39.6% y AC 1.5%. La frecuencia del
alelo menor (MAF) de la variante exm1377645 fue de 37.7%.

Last Selection: (2, 3 - D" 0183 LOD: B.E3 r-sguared: 0.014

Block 1
1 3
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Discusion:

Se realizo la secuenciacion de exomas en las muestras de ADN en una
cohorte de mexicanos, en la cual, se identificé una nueva variante del gen NPC1,
exm1377645, que se asocia con la hipertrigliceridemia. La frecuencia del alelo
menor (FAM) fue de 37%. Las variantes del gen NPC1, rs9949617 y rs4800467,
se asociaron con la hipertrigliceridemia en otra cohorte de mexicanos, con una
FAM del 40% (15), mientras que en cohortes europeas no se identificaron
variantes de este gen que se asociaran con la hipertrigliceridemia. (14) La variante
exm1377645 no fue el Unico factor de riesgo que se asoci6 con la
hipertrigliceridemia en esta cohorte; el sobrepeso y el diagnéstico de diabetes
mellitus tipo 2, se asociaron con significancia estadistica. Se conoce que estos

factores ambientales son causa de la hipertrigliceridemia. (9)

Los pacientes con enfermedad de Niemann-Pick tipo C1, la cual se
caracteriza por deficiencia congénita de la proteina NPC1, presentan acumulacion
de colesterol no esterificado en endosomas y lisosomas. Las alteraciones en el
perfil de lipidos en estos pacientes son la disminucion del colesterol HDL vy la
elevacion de triglicéridos. (21) Los modelos murinos con haploinsuficiencia del gen
NPC1 tuvieron elevacion de los triglicéridos en suero y el aumento de la
adiposidad abdominal. (19) La variante rs1805081 del gen NPC1 se asocié con
obesidad en niflos mexicanos. (20) Lo anterior demuestra el rol que tiene el gen
NPC1 en la lipogénesis, mediante la activacién del factor de transcripcion SREBP.
La alteracidn en la sintesis del receptor hepéatico X (LXR), presente en las células
deficientes del gen NPC1, pudiera explicar el aumento en la sintesis de

triglicéridos. (22)

La variante exm1377645 del gen NPC1 se hereda de forma independiente a
las variantes rs9949617 y rs4800467 del mismo gen. EI LD de r2=0.014 demuestra
que la variante exm1377645 se encuentra en una region génica distinta a las otras

variantes, con un efecto independiente.
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Conclusiones:

1. Se identificd la variante exm1377645 del gen NPC1 que se asocia con a
hipertrigliceridemia en mexicanos.

2. Se incrementa la evidencia sobre la asociacion del gen NPC1l y la
hipertrigliceridemia en mexicanos.

3. Se demostré que la variante exm1377645 del gen NPC1 se hereda de
forma independiente a las variantes rs9949617 y rs4800467 del gen.

4. Se debe demostrar la contribucion poblacional de las variantes del gen

NPC1 para la hipertrigliceridemia en nuevos estudios.
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