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RESUMEN

ANTECEDENTES: La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas
frecuente en México. Existe una variante del gen de ABCAL que es muy frecuente en
poblacion amerindia y se asocia con este fenotipo de dislipidemia debido a que se sabe
que es una variante hipoactiva en el transporte reverso del colesterol. OBJETIVO:
Evaluar la respuesta en las concentraciones séricas de HDL posterior de una dieta alta
en grasas en individuos con el alelo C de la variante R230C del gen de la proteina
transportadora del cassette ligante de ATP A1 (ABCAL) y aquellos con el alelo silvestre
(R230R). DISENO DEL ESTUDIO: Estudio de 2 cohortes concurrentes,
comparativas, de grupo paralelo, longitudinal, prolectivo. MATERIAL Y METODOS:
Dos grupos de comparacion, sujetos heterocigotos u homocigotos a la variante de riesgo
(R230) con hipoalfalipoproteinemia capturados en el departamento de Endocrinologia,
que fueron intervenidos con una dieta alta en grasas (40% Carbohidratos-20 %
Proteinas -40% Grasas, conteniendo 7% de SAFs, 10% de PUFAs, 20% de MUFAs del
total de las kilocalorias y manteniendo constante el contenido de colesterol < 200 mg x
dia) durante 12 semanas para determinar su respuesta en incremento de HDL
dependiendo si son portadores de la variante de riesgo o la silvestre. Se analizo la
diferencia de concentracion de HDL-Colesterol mediante U de Mann-Whitney.
RESULTADOS: Se reclutaron un total de 60 sujetos que cumplieron con los criterios
de inclusién y que completaron la primera fase del estudio. De estos, 38 son de alelo
R230R, 22 del alelo R230C. No hubo diferencias en las caracteristicas basales entre los
grupos. Posterior a 12 semanas de intervencion, no se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (Mediana e 1IC, R 38 (35.35-42) mg/dL
vs C 38(34.25-42) mg/dL (p=0.753). Cuando se analiz6 el cambio de HDL en los
grupos comparando cifras basales al final de la intervencidn, tampoco se encontro
diferencia estadisticamente significativa en los valores de C-HDL tanto en los
portadores R230C como en los R230R. CONCLUSIONES: Con el presente estudio, y
con el numero actual de sujetos de estudio no se cuenta con el poder estadistico
suficiente para establecer si la variante R230C tiene algun tipo de efecto en la

modulacion sobre la concentracion de C-HDL posterior a 12 semanas de intervencion.



ANTECEDENTES

Las dislipidemias son un conjunto de enfermedades asintomaticas que tienen en
comun ser causa de concentraciones anormales de las lipoproteinas sanguineas. En la
practica son detectadas midiendo la concentracién sanguinea de los lipidos que
transportan las lipoproteinas en su interior, es decir, por valores anormales de colesterol,
triglicéridos y/o colesterol HDL.

El término “dislipidemias” incluye un grupo heterogéneo de condiciones
asociadas a una amplia gama de riesgo cardiovascular. (1)

La prevalencia de las dislipidemias varia considerablemente entre los grupos
étnicos y en el tiempo. Aun en un pais es posible encontrar diferencias importantes entre
sus regiones o en subgrupos de la poblacién. Las poblaciones caucésicas tienen
concentraciones mayores de colesterol, colesterol total y colesterol HDL comparado con
otras poblaciones. En contraste, los asiaticos y las poblaciones indigenas americanas son
los grupos con las concentraciones mas bajas de colesterol HDL. Los indigenas
americanos que viven en zonas urbanas son el grupo con la mayor prevalencia de
hipertrigliceridemia (2). Las diferencias entre los grupos étnicos estan determinadas por
variaciones geneticas y por factores ambientales. Multiples factores genéticos
determinan la concentracion de los lipidos sanguineos. Sin embargo, el efecto individual

de la mayoria de los polimorfismos es pequefio.

Recientemente, se describié que una variante no sinébnima del gen de la proteina
transportadora del cassette ligante de ATP Al (ABCAL), altamente frecuente en
poblacion amerindia con concentraciones bajas de colesterol HDL (R230C, rs9282541)
(3) —Cuadro I-. La variante R230C parece ser especifica para poblaciones amerindias.
El alelo C230 tuvo una frecuencia de 0.109 en mestizos, que corresponde a la mitad de
la prevalencia encontrada en comunidades nativas mexicanas (0.28 en mayas, 0.214 en
purépechas, 0.203 en yaquis y 0.179 en teenek). Esta mayor frecuencia en poblacion
amerindia ha permitido especular que existié una ventaja selectiva para la persistencia
de esta mutacion, por lo que aquellos individuos con la variante R230C, pudieron
almacenar calorias en forma de grasa durante los tiempos de abundancia y sobrevivir
periodos prolongados de hambruna. La seleccion natural llevaria a una mayor
frecuencia de este genotipo “ahorrador de colesterol” en aquellas poblaciones que, de
manera intermitente, pasaban por periodos de hambruna severa. Sin embargo, al

encontrarse esta variante actualmente expuesta a un ambiente “obesogénico”, podria



condicionar el desarrollo de enfermedades agrupadas dentro del sindrome metabdlico,
lo que puede justificar la asociacion de este polimorfismo con obesidad y
comorbilidades relacionadas a ésta —Cuadro Il-. Este genotipo ahorrador en nuestra
poblacion puede predisponer a una respuesta inadecuada o subdptima en HDL a
cambios en el estilo de vida, como una modificacion en la dieta, lo cual implicaria la
necesidad de establecer parametros y metas diferentes en personas portadoras de esta

variante en comparacion con personas homocigotos para la variante silvestre R230R.

Cuadro I.- Frecuencias del genotipo y alelos R230C en individuos mexicanos con hiper e

hipoalfalipoproteinemia.

HDL bajo HDL alto P
Genotipo R230R 22 (55.0) 33(97.1) 0.00006*
R230C 15 (37.5) 1 (2.90) --
C230C 3(7.5) 0 -
Alelo R230 59 (73.8) 67 (98.5) 0.00002
C230 21 (26.2) 1(1.5) =

Los datos son n (%). * Valor de P comparando R230C/C230C vs R230R
-Tomado sin modificar de Villareal-Molina MT, Aguilar-SalinasCA, et al. Diabetes. 2007; 56: 1881-1887

Cuadro Il.- Parametros clinicos y bioquimicos en portadores de R230C y no portadores en la

poblacion general de la Ciudad de México.

Caracteristica R230R R230C / C230C p*
Total de sujetos 343 86 --
Hombres (%) 37 315 --
Edad (afios) 40.1+12.8 40.2+10.5 0.767
IMC (Kg/m2) 27.145.3 29.316.4 0.005
Cintura (cm) 90.1+13.1 93.1+145 0.048
Obesidad (%) 385 64.8 0.003
DM 2 (%) 5.8 16.3 0.003
C-HDL (mg/dL) 48.7+13.8 44.4+11.1 0.024

-Tomado sin modificar de Villareal-Molina MT, Agular-SalinasCA, et al. Diabetes. 2007; 56: 1881-1887



Generalidades de las lipoproteinas que contienen la apolipoproteina A-I

Las HDL, son un grupo heterogéneo de particulas. Son las lipoproteinas con el
mayor contenido proteico y de mayor densidad. Su didmetro se encuentra entre 6-12 nm
y su masa molecular desde 60,000 hasta 400,000 daltons. Su densidad varia desde 1.063
hasta 1.21 g/mL y hasta un cincuenta por ciento de su masa esta constituida por
proteinas. En la electroforesis de lipoproteinas tienen movilidad alfa (Figura 1).
Cumplen varias funciones; la funcion méas conocida es el transporte de los lipidos
generados en los tejidos periféricos hacia el higado para ser eliminados por la bilis.
También se encargan del intercambio de lipidos entre las lipoproteinas circulantes;
como resultado, los lipidos son transferidos a lipoproteinas con una vida media corta y
son depurados en menos tiempo. Las HDL tienen actividad antiinflamatoria, regeneran
particulas que han sufrido modificaciones (LDL oxidadas o acetiladas) y tienen efectos

positivos sobre las células endoteliales (4, 5).
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Figura 1.- Imagen de una
electroforesis de lipoproteinas normal

Las recién formadas son de forma discoide y estan constituidas primordialmente
por proteinas. Al aumentar su tiempo de residencia en el plasma acumulan colesterol y
otros lipidos hasta alcanzar una forma esférica. En esta fase, la HDL pierde su
capacidad para almacenar mas lipidos y debe ser depurada del plasma (mediante su
interaccion con el receptor eliminador clase B tipo I, SR-BI por sus siglas en inglés) o
degradada por enzimas lipoliticas las cuales liberan las apolipoproteinas de la particula

(5). Estas proteinas formaran una nueva HDL o seran degradadas por el rifion (6). Esta



gama de particulas puede ser aislada con diversas técnicas; dependiendo del método se
les han asignado distintos nombres. Las HDL maduras son conocidas como HDL-2
(densidad 1.063-1.21 ¢/mL). Las HDL maduras pueden ser clasificadas en
subvariedades (HDL2a y HDL2b), las cuales se identifican por medio de la
electroforesis en gradiente de poliacrilamida, ultracentrifugacion en gradiente de
densidad o movilidad ionica. Las HDL recién formadas son conocidas como HDL-3
(densidad 1.12-1.21 g/mL). A su vez se clasifican en HDL3a, 3b y 3c (7).

Las HDL pueden ser clasificadas por el tipo de apolipoproteinas que contienen.
Sesenta por ciento de ellas contienen apoA-1 y apoA-11, mientras que el resto solo tienen
apoA-I.

La expresion del gen de la apoA-I se regula por mecanismos transcripcionales y
posttranscripcionales, y, entre sus distintos mecanismos de regulacion existe un
elemento de respuesta a la insulina (8); en esta region también existe un elemento de
respuesta a carbohidratos (el cual inhibe la expresion)(9). Diversos nutrimentos regulan
también la expresion del gen. Por ejemplo, los &cidos grasos saturados y acidos grasos
trans suprimen la expresion interactuando con el elemento de respuesta a la insulina;
ademas disminuyen la concentracion del mRNA de la apoA-I. La dextrosa disminuye la
transcripcion del gen; en contraste, la soya y el alcohol la aumentan (10).

La apoA-l se sintetiza en el higado e intestino, estda compuesta por 243
aminoéacidos; contiene una regién aminoterminal globular de 43 aminoacidos, seguida
de 10 alfa hélices, separadas entre si por residuos de prolina. Su funcion es ser la
proteina constituyente de las HDL y activar a la LCAT (11).

La apoA-11 es la segunda apolipoproteina en importancia en el metabolismo de
las HDL. Se expresa en el higado y en menor cantidad en el intestino. Esta constituida

por 77 aminoacidos que forman hélices alfa formadas por 22 residuos (12).

Colesterol HDL vy riesgo cardiovascular

La correlacion inversa que existe entre la concentracion plasmatica de C-HDL y
riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica aterosclerosa presupone una asociacion
causal entre ambos. El analisis méas extenso de esta asociacion se realizé utilizando la
base de datos de la Colaboracion de Factores de Riesgo Emergentes (ERFC, por sus
siglas en inglés). Dicho estudio incluyé méas de 300,000 sujetos provenientes de méas de
100 estudios de poblacidn prospectivos, con informacion sobre marcadores lipidicos e

inflamatorios, factores de riesgo y morbilidad cardiovascular. Esto permitio evaluar la



asociacion de las principales lipoproteinas (C-HDL, C-LDL), concentraciones de lipidos
(Triglicéridos, colesterol no-HDL) y apolipoproteinas (apoA-1 y apoB) con el riesgo de
enfermedad cardiovascular. La ERFC identifico una relacién logaritmica lineal inversa
entre las concentraciones de HDL (y no-HDL) con el riesgo de enfermedad coronaria
(13). Sin embargo, una paradoja existente se centra en que hay pacientes con niveles
bajos de C-HDL y sin enfermedad cardiovascular en contraste con pacientes con niveles
altos de C-HDL y eventos coronarios prematuros. En el estudio de Framingham
original, se documentd que hasta 50% de los sujetos que tuvieron un evento
cardiovascular, tenian concentracién de HDL dentro de los pardmetros normales (14).
Una de las explicaciones propuestas es que las HDL poseen otras caracteristicas anti-
aterogénicas que no dependen exclusivamente de su concentracién, sino de su
estructura. Por ejemplo, uno de los mecanismos utilizados por las HDL para evitar la
formacion del ateroma es el transporte reverso de colesterol (TRC). Este es definido
como el retorno del colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para

su excrecion o reciclaje (14).

Transportadores ABC

El transportador ABC-A1 pertenece a la familia ABC (ATP-binding cassette)
que es el mayor grupo de transportadores de membrana. Los 49 transportadores ABC se
agrupan en siete categorias (denominadas de la A a la G). Utilizan ATP para generar la
energia necesaria para transportar metabolitos a través de la membrana. Defectos en los
transportadores ABC causan enfermedades como fibrosis quistica, adrenoleucodistrofia,
colestasis familiar progresiva, degeneracion macular y diabetes neonatal. (15) Cuatro
transportadores localizados en la membrana son capaces de transferir colesterol
intracelular a las HDL (ABC-Al, ABC-A7, ABC-G1y ABC-G8). El mas importante es
el ABCAL, el cual es uno de los 13 miembros de la familia ABCA. Se expresa en
maultiples tejidos; su concentracién es mayor en macréfagos y en el higado. Es una
proteina de 2,262 aminoacidos. Tiene 2 subunidades; cada una tiene una region
transmembrana y una regién que une nucleétidos. Transportan colesterol, fosfolipidos y
diversas sustancias lipofilicas a través de la membrana donde se unen a HDL nacientes
(16).



Papel fisiolégico y consideraciones patoldgicas del ABCA1 y el colesterol
HDL.

El ABCAL es una proteina de membrana que media el transporte de colesterol,
fosfolipidos y otras moléculas lipofilicas a través de las membranas celulares, donde
éstas son removidas de las células por lipoproteinas de HDL pobres en lipidos
(17)(Figura 2). El HDL después transporta el colesterol hacia el higado para su
eliminacion en la bilis (18-20) un proceso que es conocido como transporte reverso del
colesterol. Las lipoproteinas HDL son las mas pequefias y densas del plasma. En su
forma madura consisten en particulas esféricas con un centro hidrofobico
(principalmente ésteres de colesterol mas una pequefia cantidad de triglicéridos)
rodeado por una superficie molecular monocapa comprendiendo fosfolipidos, colesterol
no esterificado y apolipoproteinas (21). Contienen dos principales apolipoproteinas:
apoA-I, la cual es ligando de ABCAL, y apoA-Il, que comprenden el 70% y 20%
respectivamente del componente de proteinas de la molécula de HDL, el resto
corresponde a varias otras apolipoproteinas menores. Las moléculas de HDL tienen
diferentes tamafios, por lo que se han clasificado como pref-HDL, HDL1, HDL2 y
HDL3; de éstas, solo la pref y las dos Ultimas son encontradas en el humano. De
acuerdo a esta clasificacion también se les ha atribuido caracteristicas de transporte del
colesterol diferentes.  También se han subclasificado las moléculas de HDL
dependiendo de la apolipoproteina unida a ellas, y se dividen en HDL unidas a apoA-1 y
a apoA-l/apo A-I1, con lo que se considera que HDL apoA-1 es mas efectiva que HDL

apoA-1/A-11 en promover el flujo de colesterol.
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Figura 2.- Esquema representativo del papel de ABCAL en la formacion de

particulas de HDL en el transporte reverso del colesterol. (Tomado de Referencia 22)

El ABCA1 parece actuar en dominios de membrana especificos para la secrecién
lipidica, y se han propuesto dos modelos para ésta funcion: el modelo de exocitosis que
implica que el exceso de colesterol intracelular es empacado en vesiculas de transporte
0 balsas, probablemente en el aparato de Golgi, que transloca hacia dominios en la
membrana plasmatica que contengan ABCA1 (23). Los lipidos son transportados a
través de la membrana plasmatica donde interactian con apolipoproteinas y son
removidos de la célula, formando particulas nuevas de HDL. Por otro lado, el modelo
de retroendocitosis sugiere que ABCA1 y vesiculas que contienen apolipoproteinas son
endocitadas hacia depositos lipidicos intracelulares. Los lipidos son transportados
dentro del lumen de vesiculas donde interactian con apolipoproteinas, y los complejos
lipidos-apolipoproteinas son liberados de las células mediante exocitosis (24, 25).

La transcripcion de ABCAl es marcadamente inducida por células
sobrecargadas de colesterol, un proceso mediado a través de la activacion de receptores
nucleares como son: el receptor hepatico X (LXR) y el receptor retinoide X (RXR) (26,
27). En los humanos el RNAm del ABCAL1 se ha encontrado de manera mas abundante
en el higado, la placenta, el intestino delgado y los pulmones (28). Sin embargo, los
niveles de proteinas de ABCAL en los tejidos mostraron discordancia con los tejidos
con abundante RNAm (29), por lo que posiblemente la regulacion postranscripicional
juega un papel importante en la expresion tisular de ABCAL.

De acuerdo a los tejidos en los que se encuentra, el ABCAL tiene diferentes
funciones. Probablemente la funcién mas importante es la referente al transporte
reverso del colesterol, el cual es mediado por apoAl, sintetizado y secretado en el
higado. La apoA-I puede interactuar inmediatamente con el ABCAL hepatico, o bien,
circular a la periferia donde interactda con el ABCAL en células cargadas de colesterol,
particularmente los macrofagos (18, 20). Una vez formada la molécula madura de C-
HDL, los ésteres de colesterol son secretadas en la bilis, una vez unida la particula de C-
HDL al receptor “basurero” B1 (SR-BI). Las células epiteliales de la vesicula biliar,
también expresan ABCAL en su membrana basolateral (30), pudiendo funcionar como
una forma de reducir el contenido de colesterol biliar y por lo tanto proteger contra la

formacion de litos.



En el intestino, ABCAL parece funcionar generando particulas de HDL que
transporten colesterol de la dieta hacia el higado (31). Se le han atribuido otras
funciones, pero son teorias no demostradas (32-34).

Por otro lado, mutaciones en ABCA1 pueden causar desordenes como la
Ilamada enfermedad de Tangier (35-38), que se caracteriza por niveles muy bajos de C-
HDL, debido a una incapacidad del higado y el intestino para lipidizar apoA-I
sintetizado de novo por la via del ABCA1 y que resulta en una apoA-l pobremente
lipidizada que se cataboliza rapidamente por los rifiones (39, 40). O bien, una situacion
clinica mas comdn, la hipoalfalipoproteinemia familiar, un desorden heredado con un
trazo autosdmico dominante asociado con concentraciones de colesterol C-HDL por
debajo de la 102 percentila (<30 mg/dl en hombres y <38 mg/dl en mujeres) y una tasa

acelerada de enfermedad arterial coronaria prematura (41,42).

Funcionalidad de la variante R230C de ABCA1

Recientemente se realiz6 un analisis extensivo de esta variante en un mayor
namero de sujetos para explorar el efecto de esta variante con los niveles de HDL y
otros rasgos metabdlicos (43) asi como la valoracion de su efecto funcional in vitro
(44). Se encontro la variante en 29 de 36 grupos de nativos americanos, pero no en

individuos europeos, asiaticos o africanos (Figura 3).

Para la evaluacion funcional de las células R230C se generaron lineas celulares
policlonales estables usando el sistema Flp-In (Invitrogen, Carlsbad, California) en
ceélulas humanas de rifion (Flp-In-293).

Las células que expresaban el alelo C230 mostraron una reduccion del 27% en el
eflujo de colesterol (P<0.001), confirmando que esta variable tiene un efecto funcional
in vitro (Figura 4). Mas all, el alelo C230 fue asociado con menores niveles de HDL-
colesterol (P=1.77 x 10™*!) y con mayor indice de masa corporal (P=0.0001) en el
analisis combinado de poblaciones nativas americanas. Esta fue la primera evidencia de

que R230C se trata de una variante hipoactiva con respecto al eflujo de colesterol.
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Figura 3. Distribucién de frecuencias del alelo C230 (% en &rea sombreada) en
poblaciones nativas americanas, europeas, asiaticas y africanas.
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Figura 4. Caracterizacion funcional de la variante R230C/ABCAL por ensayo
de eflujo de lipidos. A. Se generaron lineas estables policlonales expresando ABCAL
tipo-salvaje (WT), variante R230C y el mutante M1091T (conocido como deficiente
eflujo lipidico). Los datos representan Media = DS de 2-5 experimentos como
porcentaje del flujo de colesterol dependiente de apoAl inducido por ABCAL tipo-
salvaje. Cada ensayo se realizO por triplicado. *P<0.001: La expresion de proteina
ABCA1 por WT, R230C y M1091T fue evaluado por inmunotransferencia. (Ref 47)

Resaltando los hallazgos mostrados en la figura 4, se observd que a pesar de que
las 3 lineas celulares presentaban una misma expresion de ABCAL, la variante silvestre

presentaba una efusion normal de colesterol, como era esperable, y la otra mutacion que



ya se conocia con hipoactividad M1091T (presente en la enfermedad de Tangier)
también presentaba una disminucion en el transporte de colesterol. La variante R230C,
demostré también ser una variante hipoactiva, aunque de menor grado (27%) que la
M1091T.

Papel de la dieta y polimorfismos genéticos sobre la modificacién en la
concentracion sérica de C-HDL.

Las recomendaciones actuales para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares se centran particularmente en la reduccién de los niveles elevados de
lipidos séricos, objetivo que puede ser alcanzado mediante modificacion en la dieta. Sin
embargo, la respuesta en lipidos a los cambios dietéticos es influenciada por variacion
en los genes involucrados en el metabolismo de lipidos (45). Existen estudios clinicos
donde se ha valorado el cambio en la concentracion de lipidos séricos posterior a
diversas intervenciones y valorando diferentes polimorfismos, con resultados diferentes
y no comparables debido a que existe una gran variabilidad en las diferentes
intervenciones realizadas (46) -Cuadro I11-.

Cuadro I11.- Resumen de estudios observacionales y de intervencion investigando la interaccidon gen-dieta

publicados desde agosto 2003

Referencia Lugar PoliM Intervencion/observacion Participantes Hallazgos
Saito, et al Japdn ApoE Dieta de restriccion 35 hombres 'y E3/4 mayor
(Alelo caldrica por 14 dias mujeres con DM2:  disminucion
E4) 24 E3/3, 11 E3/4 de CT y LDL
que los E3/3
Atkinson, et Reino ApoE Isoflavonas  derivadas 159 mujeres: 25  Disminucion
al Unido (E2/ES, del Trébol rojo vs E3/2, 91 E3/3, 43 de CTy LDL
E3/E3, placebo por 12 meses E3/4 en las E3/2
E3/E4) solamente
Lee, etal Singapur  LPL Ingesta  habitual de 1881 hombres: 1491  Mujeres:
S447X alcohol SS, 390 SX y XX HDL difirié

2176 mujeres: 1763
SS, 413 SX y XX

mas entre
mujeres SS y
X que en no
bebedoras.



Bricarello, et Brasil ApoE 1 litro de leche desoyao 59 hombres 'y Los pacientes

al (E2/E2, leche descremada por 6  mujeres con sin el alelo e4
E3/E2, semanas hipercolesterolemia:  tuvieron la
E3/ES3, 48 E2/2, E3/2 y misma
E3/E4, E3/3: 11 E3/4y E4/2  respuesta que
E4/E2) la poblacion
general

Abreviaturas: PoliM: polimorfismo, DM2: Diabetes Mellitus tipo 2, CT: Colesterol total, LDL: Lipoproteina
de baja densidad, LPL: Lipasa lipoprotéica,

*Tomado y modificado de Lindsey F. Masson and Geraldine McNeill. The effect of genetic variation on the lipid
response to dietary change: recent findings. Current Opinion in Lipidology 2005, 16:61-67.

El polimorfismo mas investigado es el de apoE y se sabe que los portadores del
polimorfismo €4 (E3/4 y E4/4) tienen un incremento del riesgo para enfermedad
coronaria mayor comparado con los individuos E3/3 (47) y aquellos tienen una mayor
respuesta lipidica a los cambios en la cantidad de grasa de la dieta en comparacion a
estos ultimos (48). Esta utilidad de poder desarrollar estrategias mas eficientes para
prevencion de enfermedad cardiovascular es un ejemplo del beneficio de continuar
realizando estudios que evallen la utilidad de la dieta en individuos portadores de otros
polimorfismos, como es el caso de R230C de ABCAL.

Un ejemplo de la importancia que puede jugar R230C en la respuesta a la dieta
se mostro en un trabajo (49), donde se evaluo el efecto de esta variante en cambios en la
concentracion de HDL-colesterol en respuesta a un portafolio dietario en un grupo de
sujetos mexicanos con y sin los polimorfismos R230C y R129K de ABCAL. Al final de
la intervencion (3 meses), fue evidente que los portadores de R230C habian tenido una
mejor respuesta en HDL-C en respuesta al tratamiento dietético en comparacion a
R230R (+4.6% vs +14.6%) (p=0.05).

Es bien conocido que aunque existen muchas causas para el incremento mundial
de la prevalencia de enfermedades cardiovasculares, los factores nutricionales,
principalmente el consumo de grasas saturadas, parecen tener un papel importante
promoviendo ateroesclerosis de forma temprana. Sin embargo, cuando se han evaluado
algunas dietas bajas en grasas saturadas y su efecto sobre el perfil de lipidos tienen un
efecto no deseado sobre las concentraciones de HDL-C, disminuyéndolo (50) y
tedricamente pudiendo disminuir el papel cardioprotector de la correccion de la
hiperlipidemia.



Las concentraciones séricas tanto de C-HDL como de apoA-I se incrementan
con el consumo de dietas enriquecidas con grasas saturadas, esto encontrado en varios
estudios observacionales y de intervencion (51). Este efecto ha sido atribuido
principalmente a una disminucion en el aclaramiento de HDL y posiblemente a otros
cambios traduccionales o post-traduccionales en la expresion de los genes de apoA-I en
ratones (52)-Cuadro 1V-.

El consumo dietético de acidos grasos saturados incrementan los niveles de C-
HDL —Cuadro 1V- por varios mecanismos. A diferencia de los acidos grasos saturados,
se ha visto que en hamster, el consumo de &cidos grasos poliinsaturados favorece la
expresion hepatica de SR-B1 e incrementan el transporte de C-HDL al higado,

disminuyendo como consecuencia su concentracion (53).

Cuadro V.- Efectos de nutrientes selectos en niveles de C-HDL o apoA-1 en varios modelos experimentales

I. Grasa dietética Cultivos Animales Humanos Mecanismo predominante

Saturada Sin cambio Incremento Incremento Disminucion de aclaramiento
Género especifico

PUFA Sin cambio  Disminucion Disminucion Incremento de aclaramiento.
0 Disminucion mRNA de apoA-I
Disminucion Disminucion de Secrecion de
apoA-I
MUFA Sin cambio Incremento Disminucion Incremento en mRNA de apoA-I
HDL
Sin  cambio
en apoA-I
Trans-FA Sin cambio Disminucion Disminucion Disminucion del promotor de

0 Sin cambio apoA-I

Abreviaturas: SC: Sin cambio, Inc: Incremento, Dism: Disminucién, PUFA: &cidos grasos poliinsaturados, MUFA:
acidos grasos monoinsaturados, Trans-FA: &cidos grasos trans, mRNA: &cido ribonucléico mensajero, HDL.:
lipoproteina de alta densidad, apoA-I: apolipoproteina A-I.

* Tomado y modificado de referencia 10.



Se sabe que la expresion del gen de apo A-I se regula de forma transcripcional y
posttranscripcional. EI promotor de apoA-I contiene un motif parecido a TATA cerca
del sitio de inicio de la transcripcion y varios elementos cis que regulan la expresion del
gen tanto positiva como negativamente en respuesta de varias sefiales hormonales o
metabdlicas. Diversos factores de transcripcion se ensamblan en complejos
multiprotéicos en zonas reguladoras claves del gen (54). EI promotor silente de apo A-I
contiene nucleosomas, con un sitio donde se une el receptor nuclear retinoide X (RXR),
todo esto es seguido por una serie de pasos que concluyen con la exposicién del inicio
del sitio de transcripcion con el complejo de factores de inicio de la transcripcion.
Comparado con las grasas saturadas, las grasas insaturadas regulan a la alta la expresion
de SR-BI hepatico e incrementan el transporte de ésteres de C-HDL al higado, como

consecuencia las concentraciones de C-HDL disminuyen (53).

La consecuencia metabolica de las grasas monoinsaturadas (MUFAS) son
diferentes a las de las poliinsaturadas (PUFAS). En un estudio cruzado realizado en 38
voluntarios sanos (55) se investigd el efecto de dos dietas reducidas en grasa, una de
ellas rica en MUFAs y otra rica en PUFAs. Ambas intervenciones resultaron en una
disminucion significativa en colesterol total, C-LDL, C-HDL. ApoA-l1 fue
significativamente mayor en el grupo MUFA comparado con PUFA.

Por otra parte, el efecto de las grasas saturadas, parece ser género-especifico. En
mujeres, tanto C-HDL como apo A-l disminuyen mas en mujeres que en hombres,
cuando ingieren una dieta de segunda etapa del NCTP (56). En otro estudio, donde se
evalué el efecto de una dieta baja en grasa total, grasa saturada y colesterol contra una
dieta estadounidense promedio en hombres y en mujeres nuevamente hubo diferencias
entre géneros, siendo los hombres los que presentaron una mayor disminucion en apo B
en ayuno, pero también en otros pardmetros de lipemia postprandial (LpAl y
triglicéridos) (57).

En modelos experimentales se ha encontrado que una dieta alta en grasa
incrementa los niveles de C-HDL en un 36% y 67% en ratas y ratones respectivamente,
con hallazgos que sugieren que este fendmeno es independiente de la regulacién
transcripcional del gen de apoA-I (58) y se cree que una causa podria ser debido a la
alteracion del catabolismo de particulas de C-HDL por la dieta. En modelos de cultivos

celulares, se ha encontrado que la infusién de acidos grasos saturados inhibe la



expresion del gen de apoA-l que depende de insulina y del factor de transcripcion
humano Spl —Specific protein 1- (59), mientras que el efecto de los acidos grasos
insaturados es por mecanismos independientes de Spl y este efecto depende del grado
de insaturacion y no de la longitud de la cadena. Sin embargo se observa a largo plazo
que, los acidos grasos saturados tienen un efecto deletéreo sobre la expresion del gen de
apoA-Il, algo que no sucede con los acidos grasos insaturados y que provee un
argumento adicional a las recomendaciones de limitar en la dieta la ingesta de acidos
grasos saturados (59).

Con respecto a este Ultimo punto, se publicdé un metaanalisis (60) de 60 estudios
que evaluaron el efecto de los carbohidratos y acidos grasos en la concentracion de
HDL, lipidos y apolipoproteinas. Uno de los datos a analizar era evaluar si un cambio
en la proporcion de nutrientes modificaba la relacién Colesterol total:HDL y Colesterol
total:otros lipidos. Cuando existia modificacién de la dieta con un cambio de grasa
saturada por carbohidratos, no se observaban cambios en la relacion colesterol
total:HDL, pero si se observaba una disminucion de la misma relacion cuando la

sustitucion se realizaba con acidos grasos insaturados cis. (Figura 5)
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Figura 5.- Cambios en la relacion Colesterol total:HDL y en la concentracion de C-LDL
y C-HDL cuando los carbohidratos correspondientes al 1% de la energia son sustituidos
isoenergéticamente con acidos grasos con distintos grados de saturacion.



El otro punto a evaluar en el meta-analisis fue si los cambios en la calidad de las grasas
en proporcion isoenergética también ocasionaba diferencias en la relacion CT:HDL.
(Figura 6). Con la informacion aportada en este metaanalisis, se hace evidente que grasa
aportada en la dieta tiene un efecto marcado en la concentraciéon de C-HDL, tomando en
cuenta también el tipo de grasa que se incluia en la dieta. La similitud con el presente
estudio es que también se tratd de una sustitucion isocaldrica con incremento de la

proporcién de grasa indicada en la dieta.

0.20

-0.05

ATotal:HDL cholesterol

-0.10

-0.15

Carbohydrates
Butter
Shortening
Margarine (stick)
Palm oil
Chocolate fat
Coconut fat
Margarine (tub)
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Rapeseed oil

"Average" US dietary fat

Figura 6.- Cambios en la relacion CT:HDL cuando una mezcla de grasas constituyendo
el 10% de la energia en una dieta estadounidense “promedio” era reemplazada
isoenergéticamente por un tipo particular de grasa o carbohidratos.(58)

Una de las multiples dificultades al comparar las intervenciones nutricionales, es
la variabilidad de la definicion de una dieta alta en grasas, la cual oscila desde una
proporcion del 40 al 60% del total de las calorias diarias, tanto en modelos
experimentales como en intervenciones en humanos. Se estima que en poblaciones
occidentales, el promedio de calorias provenientes de las grasas es del 40% de la
energia total consumida (61). Debido a esto, para el presente estudio se considero que,

al menos en nuestra poblacion el 40% quiza sea la proporcién minima de grasas que se



podria considerar como una dieta alta en grasas que se ha demostrado que ocasiona un
incremento en la secrecion de adipocinas y disminuye la expresion de adiponectina a

corto y mediano plazo.



JUSTIFICACION

La variante R230C es especifica de la poblacion amerindia y se ha asociado con
hipoalfalipoproteinemia, asi como con otros rasgos metabdlicos desfavorables.

La elevada prevalencia de esta variante en sujetos con hipoalfalipoproteinemia la
hacen relevante el estudio de la misma en la respuesta a intervenciones terapéuticas.

Los resultados del estudio permitiran conocer si el alelo R230 tiene un papel en
la respuesta terapéutica y a entender las variaciones interindividuales frecuentemente
observadas en respuesta al tratamiento dietético de las dislipidemias y poder establecer

un mejor abordaje integral en estos individuos.

Una dieta alta en grasas, en teoria podria favorecer una mayor expresion de
apoAl, y por lo tanto mayores concentraciones de Colesterol-HDL en situaciones
normales, pero debido a que los pacientes con la variante R230C tienen una forma

inactiva de la proteina, podrian tener una respuesta atenuada.

Actualmente el estudio de los efectos de la variante R230C de ABCAL sobre el
metabolismo es una de las lineas de investigacién que se estan desarrollando en el

Instituto.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas frecuente en México (60.5%).
Se ha demostrado una asociacion con la variante R230C con rasgos asociados al
sindrome metabolico y la obesidad y que esta misma es altamente prevalente en
poblaciones amerindias no solamente en México.

Se desconoce si esta variable influye en una modificacion en la respuesta en

concentracion de Colesterol-HDL posterior a una dieta alta en grasa.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta en las concentraciones séricas de Colesterol-HDL posterior de
una dieta alta en grasas conteniendo 7% de SAFs, 10% de PUFAs, 20% de MUFAs (40
% carbohidratos, 20% proteinas, 40% grasas) en individuos portadores del alelo 230C
del gen de la proteina con dominio de unién a ATP Al (ABCAL) y en aquellos sujetos
homocigotos portadores del alelo silvestre (R230R).

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Describir el impacto de esta variante antes y durante el consumo de una dieta
isocaldrica alta en grasas sobre:
a. Las concentraciones sanguineas de colesterol LDL, triglicéridos,

apolipoproteina A-1 y apolipoproteina B.



HIPOTESIS

Hipdtesis nula: La variante R230C del gen de ABCAL no modifica la respuesta de la
concentracion del colesterol HDL al tratamiento dietético en comparacion con el alelo
silvestre R230R.

Hipotesis alterna: La variante R230C del gen de ABCAL se asocia a un menor
incremento en la concentracion del colesterol HDL posterior a un tratamiento dietético

alto en grasas en comparacion con el alelo silvestre R230R.



PACIENTES Y METODOS

Disefio de estudio.

Tipo de estudio: Cohortes comparativas.
Seleccion: No aleatoria.

Grupo paralelo.

Asignacion no aleatoria.

Seguimiento longitudinal.

Tamario de muestra.
Al calcular el tamafio de muestra mediante la formula para pruebas relacionadas el

tamanio resulto:

(s

con los siguientes supuestos.

Tamarno de las diferencias 3 mg/dL
Error tipo I () 0.05
Error tipo II (B) 0.1
Desviacion estandar +4 mg/dL

n= 38 sujetos por grupo.



Criterios de inclusién de los casos:

Adultos entre 20-65 afos.

Hipoalfalipoproteinemia. (Hombres HDL < 40 mg/dL, Mujeres HDL <50
mg/dL)

Firma de consentimiento informado.

Mexicanos mestizos.

Demostrarse homocigoto o heterocigoto para la variante R230C del gen de
ABCAL.
IMC 25-35 kg/m2

Criterios de inclusién de los controles:

Adultos entre 20 y 65 afos.
Hipoalfalipoproteinemia.

Firma de consentimiento informado.
Mexicanos mestizos.

Demostrarse homocigoto para el alelo silvestre R230R del gen de ABCAL.

Criterios de exclusion de casos y controles:

Pacientes con diabetes de cualquier tipo.

Pacientes con enfermedades adquiridas que produzcan secundariamente
obesidad.

Tratamiento con medicamentos anorexigénicos o que aceleren la pérdida de
peso.

Que haya sufrido un evento cardiovascular en los 6 meses previos al ingreso del
estudio.

Pérdida de peso >3 kg en los ultimos 3 meses.

Uso de medicamentos esteroideos, quimioterapia, inmunosupresores,
radioterapia o hipolipemiantes.

Infecciones o enfermedades agudas concurrentes.

Enfermedades catabdlicas como cancer, SIDA o estado de gravidez.

Tabaquismo.



Criterios de eliminacion:
e Faltar al 20% de sus citas de seguimiento.
e Desarrollar alguna de las enfermedades o iniciar la ingesta de alguno de los

farmacos mencionados en los criterios de exclusion.

Procedimientos.

Se seleccionaron sujetos con hipoalfalipoproteinemia secuenciados, no
emparentados, que cumplieron con los criterios de inclusion antes mencionados,
captados en el departamento de Endocrinologia y Metabolismo del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ). Se les aplicaron
cuestionarios estandarizados a ambos grupos para obtener informacion referente al nivel
socioecondmico, historia clinica, antecedentes familiares, uso de medicamentos,
alcoholismo y tabaquismo. Las mediciones antropométricas como peso, talla,
circunferencia de cintura y cadera fueron tomados de acuerdo a la técnica de Lohman
(62), por personas previamente estandarizadas, cegadas para el grupo en que se
encuentra cada paciente y con el equipo que cumplia con las normas de calidad
establecidas internacionalmente. Asimismo, mediante procedimientos estandarizados
en el Laboratorio de Endocrinologia del INCMNSZ (certificado por el Colegio
Americano de Patologos), en muestras de sangre periférica obtenidas después de 12
horas de ayuno y almacenadas a -70°C se determinaron: niveles de glucosa, insulina,
colesterol total, triglicéridos y HDL-C con métodos comerciales (Beckman). Los
niveles de Apo A-1y Apo B se midieron por nefelometria (Beckman).

Inicialmente y en cada visita se determiné la ingestidn alimentaria habitual por
medio del recordatorio de 24 horas de 3 dias, dos dias entre semana y un dia de fin de
semana. Este procedimiento es un instrumento cuantitativo para evaluar el consumo de
alimentos y bebidas en las tltimas 24 horas. Personal capacitado y cegado para el grupo
al que pertenecia cada paciente, aplicd los cuestionarios y convirtid cada alimento
preparado notificado en cantidad de gramos o mililitros de alimento. La composicion de
la dieta habitual [ingesta calorica (kcal/dia), fibra (gr/dia), macronutrimentos (gr/dia y
%), asi como el total de acidos grasos saturados (SFAS), monoinsaturados (MUFAS) y
poliinsaturados (PUFAS) (gr/dia)] fué calculado mediante el recordatorio de 24 horas.
Se registrd la actividad fisica habitual por medio del cuestionario de actividad fisica de

Laval, previamente validado en poblacién mexicana por el INSP (63), inicialmente y en



cada visita. Asimismo se aplicd un cuestionario de saciedad, inicialmente y en cada
visita.

Intervencion con dieta modificada. Después de la evaluacion inicial de la dieta
habitual, los sujetos participantes fueron sometidos a una dieta isocalorica durante 2
semanas, con una distribucion de 50% de hidratos de carbono, 20% de proteinas y 30%
de lipidos (conteniendo 7% de SAFs, 10% de PUFAs, 20% de MUFAs del total de las
kilocalorias y manteniendo constante el contenido de colesterol < 200 mg x dia). Al
final de este periodo, aquellos que tuvieron una adherencia mayor al 80% fueron
incluidos en el estudio. Posterior a su inclusion se modificé la composicion de la dieta
isocaldrica, con una distribucion de 40% de carbohidratos, 20% de proteinas y 40% de
grasa (conteniendo 7% de SAFs, 10% de PUFAs, 20% de MUFAs del total de las
kilocalorias y manteniendo constante el contenido de colesterol < 200 mg x dia), la cual
siguieron por 12 semanas. Se programaron visitas cada 4 semanas para evaluar
adherencia al tratamiento. Al inicio, a las semanas 4, 8 y 12 se midieron concentracion
de los lipidos sanguineos y de las apolipoproteinas B y A-l. Se les pidi6 a los
participantes que mantuvieran la actividad fisica habitual sin modificaciones y que
registraran cualquier efecto que pudiera alterar el desenlace del estudio, como estrés,
cambios en los habitos de consumo de tabaco y alcohol.



DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

Variable Independiente:
e Variante alélica R230C del gen de ABCA1: Genotipificado mediante ensayo
Tagman y la discriminacion alélica se hara en un aparato ABI Prism 7900 HT

(Applied Biosystems). Variable cualitativa nominal

Variable dependiente (de desenlace):
e Colesterol de Alta Densidad: Medido en miligramos por decilitro mediante un
método comercial (Beckman Coulter). Variable cuantitativa discreta.

Este método es una cuantificacion directa de las concentraciones de HDL, sin necesidad
de un pretratamiento o centrifugacion. Depende de un detergente Gnico que solubiliza
solamente las lipoproteinas de HDL y libera al HDL colesterol el cual reacciona con la
enzima colesterol esterasa y colesterol oxidasa en presencia de cromdgenos. El sistema
monitoriza el cambio en la absorbancia a 560 nm, el cual es proporcional a la

concentracién de HDL en la muestra.

Detergent

LDL, VLDL, Chylomicrons -
Polyanion

Stable Complexes

Cholesterol Esterase 4
HDL Cholesterol A’ Cholestenone + H,0
Cholesterol Oxidase 2¥2

H,0, + DSBMT + 4-AA —croxidase

Color Product
DSBmT: N,N-bis (4-sulphobutyl) - m - toluidine - disodium

4-AA: d-aminoantipyrine

Se requiere una muestra de 0.5 mL

Unidades reportadas mg/dL: Rango analitico 5-135 mg/dL
Sensibilidad: 5 mg/dL

Precision: Total: CV intraensayo 4.5%, Intraensayo: CV 3%

Variables intermedias:
e Indice de masa corporal: Peso en kilogramos entre talla al cuadrado, se
considerara entre 25y 29.9 como medida de sobrepeso, y >30 como obesidad.

Variable cuantitativa continua.



e Circunferencia de cintura: Medida en centimetros en el punto medio entre la
cresta iliaca y el arco subcostal, al final de una espiracién normal mediante una
cinta métrica ajustada milimétricamente. Variable cuantitativa continua.

e Indice cintura-cadera: Relacion entre la medicion de la circunferencia de cintura
y la circunferencia de la cadera. Variable cuantitativa continua.

e Colesterol LDL: Niveles de colesterol LDL en suero, medido en mg/dl,
mediante un kit comercial (Beckman Coulter). Variable cuantitativa discreta.

Este método es una cuantificacion directa de las concentraciones de LDL, sin necesidad
de un pretratamiento o centrifugacion que se divide en dos fases. En la primera fase, un
detergente solubiliza el colesterol de particulas que no son LDL. Este colesterol es
consumido por la enzima colesterol esterasa, colesterol oxidasa, peroxidasa y 4-
aminotriptilina, que genera una solucion que no produce color. Posteriormente se afiade
un segundo detergente que libera al colesterol que se encuentra en las particulas de
LDL y se afiade un acoplador cromogénico que permite la formacion de color. El
sistema monitoriza el cambio en la absorbancia a 560 nm, el cual es proporcional a la

concentracién de LDL en la muestra.

Detergent 1

HDL.C, VLDL-C, CM.c  Cholesterol Esterase " - product

Cholesterol Oxidase

Detergent 2

Cholestero| Esterase
Cholesterol Oxidase

LDL Cholesterol A% Cholestenone + H,0,

Hy0, + DSBMT + 4-AA — erO93se oot product

Se requiere una muestra de 0.5 mL

Unidades reportadas mg/dL: Rango analitico 10-550 mg/dL
Sensibilidad: 8 mg/dL

Precision: Total: CV intraensayo 3%, Intraensayo: CV 2%

e Triglicéridos: Niveles de triglicéridos en suero, medidos en mg/dl mediante un

kit comercial (Beckman Coulter). Variable cuantitativa discreta.
El método de cuantificacion se basa en una serie de reacciones enzimaticas acopladas.
Los triglicéridos de la muestra son hidrolizados por una lipasa de bacteria que produce
glicerol y acidos grasos. El glicerol es fosforilado por la Glicerol Cinasa (GK) en



presenciade ATP para producir glicerol-3-fosfato (G3P). EI G3P se oxida por la
glicerolfosfatocinasa en presencia de oxigeno molecular que produce peroxido de
hidrogeno y dihidroxiacetona fosfato. El perdxido de hidrogeno es utilizado para
acoplar oxidativamente el p-clorofenol y 4-aminoantipirina catalizada por peroxidasa
que da un color rojo con un maximo de absorbancia de 500 nm. Este incremento en la

absorbancia es proporcional a la concentracion de triglicéridos.

Lipasa

Triglycerides + 3 H;O _— Glycerol + 3 Fatty Acids
GK, Ma®
Glyceral + ATP _— Glycerol-3-phasphate + ADP
GFO
Glycerol-3-phosphate + Oz - " Hz02 + Dihydroxyacetone phosphate
Paroxidsss
2H;0; + 4-chlorophenol + 4AAP e Quinoneimine (Red) + 4 H,O + HCI

Se requiere una muestra de 0.3 mL
Unidades reportadas mg/dL: Rango analitico 10-1000 mg/dL
Sensibilidad: 10 mg/dL

Precision: Total: CV intraensayo 5%, Intraensayo: CV 3%

e Apolipoproteina Al: Niveles de apolipoproteina Al, medida mediante

nefelometria. VVariable cuantitativa continua.

Para la cuantificacion de ApoAl el método se basa en la combinacion de ApoAl con un
anticuerpo especifico para formar un complejo antigeno-anticuerpo insoluble. El
sistema Synchron automaticamente diluye la muestra y estima la proporcion apropiada
de muestra y reactivos. El sistema monitoriza los cambios en la absorbancia a 340 nm.
Este cambio en la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de
apolipoproteina A-1.

Apolipoprotein A + ApoA Antibody — Antigen - Antibody Complex
{Antigen)

Se requiere una muestra de 0.3 mL

Unidades reportadas mg/dL: Rango analitico 25-300 mg/dL
Sensibilidad: 25 mg/dL

Precision: Total: CV intraensayo 7.5%, Intraensayo: CV 5%

e Apolipoproteina B: Niveles de apolipoproteina B, medida mediante

nefelometria. VVariable cuantitativa continua.



Para la cuantificacion de ApoB el método se basa en la combinacion de ApoB con un
anticuerpo especifico para formar un complejo antigeno-anticuerpo insoluble. El
sistema Synchron automaticamente diluye la muestra y estima la proporcion apropiada
de muestra y reactivos. El sistema monitoriza los cambios en la absorbancia a 340 nm.
Este cambio en la absorbancia es directamente proporcional a la ocncentracion de

apolipoproteina B.

Apolipoprotein + ApoB Antibody —— Antigen - Antibody Complex
{Antigen)

Se requiere una muestra de 0.3 mL

Unidades reportadas mg/dL: Rango analitico 35-300 mg/dL
Sensibilidad: 35 mg/dL

Precision: Total: CV intraensayo 7.5%, Intraensayo: CV 5%

Variables confusoras:

e Edad: Tiempo transcurrido en afios desde el nacimiento hasta el momento del
estudio. Variable cuantitativa discreta.

e Apego a la dieta: Valorado mediante preguntas directas durante la entrevista
inicial y de seguimiento, expresado mediante porcentajes y medido con
recordatorio de la dieta de 24 horas. Variable cuantitativa discreta.

e Actividad fisica: Se utilizard el cuestionario de actividad fisica de Laval (59)

validado y estandarizado para lengua espafiola y en poblacién mexicana.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 estadistica descriptiva para conocer las caracteristicas generales
demogréficas y clinicas del grupo de casos y el grupo de controles. Se comprobd la
distribucion de las variables mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las
variables numéricas continuas se compararon entre los grupos mediante U de Mann-
Whitney para la diferencia de los rangos de las concentraciones de HDL-C. El cambio
dentro de los grupos en comparacion con la concentracion de HDL basal se hizo con la
prueba de Wilcoxon para muestras relacionadas. El poder estadistico del estudio de
>90% para las variables de desenlace.



CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se ajusta a las normas éticas institucionales, a la Ley General de
Salud en materia de investigacién y a la declaracion de Helsinki. EI consentimiento
escrito y los propositos del estudio en general le son informados al paciente en forma
detallada en la entrevista inicial. Se respetara la privacidad y confidencialidad de los
datos de los pacientes, se identificaran por clave y su identidad no sera divulgada.
Segun la Ley General de Salud es un estudio de riesgo minimo en relacién a la puncion
venosa.

Se inform0 y entreg6 por escrito a los pacientes el resultado de la evaluacion
nutricia y de los analisis de laboratorio, en quienes correspondio se inicié o modificé su
tratamiento y se prescribié un plan de alimentacién personalizado.

El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de
Investigacion Biomédica e Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. Namero de referencia 126 (03-Marzo-2010)



RESULTADOS

Se realizo escrutinio a un total de 80 sujetos, de los cuales se reclutaron un total
de 60 sujetos que cumplieron con los criterios de inclusion y que completaron la
primera fase del estudio. De estos, 38 son de alelo R230R, 22 del alelo R230C. Las
caracteristicas demograficas de los sujetos deR230R y R230C se muestran en el cuadro
V.

Cuadro V.- Comparacion de las caracteristicas basales posterior a dieta normal en los

sujetos portadores de la variable silvestre versus variable de riesgo de ABCA1

Variables R230R R230C/C230C p
Total 38 22
Hombres* n(%) 12 (31.57%) 8 (36.36%) 0.705
IMC* (Kg/m?) 30.07 (28-32.68) 27.30 (26.53-29.68) 0.133
Edad® afios 45 (36-54) 41.5 (40-51.5) 0.956
Tg" mg/dL 192 (113.5-244.5) 234.5 (123.75-207.25) 0.613
Colesterol* mg/dL 178 (157.5-203.25) 215 (161.75-217) 0.570
HDL" mg/dL 35 (31.25-39.75) 34 (31-41.25) 0.776
LDL* mg/dL 110 (84-124) 134.5 (95.5-147.5) 0.349
Glucosa® mg/dL 92.5 (88.24-99) 102 (91.25-102.5) 0.213
Insulina® meu/mL 11.65 (7.85-17.35) 13.1 (10.7-16.7) 0.506
Apo-Al* 126 (116.25-142.7) 118 (109.5-125) 0.156
Apo-B* 95.5 (86.82-105) 134 (85.67-124) 0.338
* Descrito en total y porcentaje, comparado con Chi” de Pearson.
¥: Descrito en Mediana (percentil 25-percentil 75), comparado con U de Mann-Whitney

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en ninguna
de las caracteristicas basales posterior a 2 semanas con dieta isocaldrica (50-20-30).

Al final de la intervencion (12 semanas) se volvieron a comparar las medianas
de los pardmetros bioquimicos en ambos grupos, pero tampoco se alcanzd la
significancia estadistica (Cuadro VI),

Considerando que los puntos de corte son diferentes en la definicién operativa
de hipoalfalipoproteinemia en hombres y mujeres, se compar6 la diferencia entre los
alelos considerando cambios relativos (porcentaje de cambio en comparaciéon con la
cifra inicial) y cambios absolutos en HDL. Cuadro VII.



Cuadro VI.- Comparacion de los parametros bioguimicos posterior a 12 semanas de

intervencion con dieta alta en grasas en portadores de la variable silvestre versus
variable de riesgo de ABCAl

Variables R230R R230C/C230C p
Total 38 22
Tg' 163 (104.5-221.5) 139 (110.25-186.25) 0.560
Colesterol¥ 179 (160.25-214.5) 214 (164-206) 0.788
HDL* 38 (35.25-42) 38 (34.25-42) 0.753
LDL? 120 (96.85-138) 148.4 (98.25-142.25) 0.585
Glucosa’ 99 (95-103) 96 (90.25-103.75) 0.739
Apo-Al* 129 (119-141.75) 115 (120-137) 0.506
Apo-B* 102 (84-120) 124 (86.6-121) 0.891
¥: Descrito en mediana (percentil 25-percentil 75), comparado con U de Mann-
Whitney

Cuadro VII.- Comparacién de cambios absolutos y proporcionales de HDL posterior a

12 semanas de la intervencion dietética entre portadores de la variable silvestre versus
variable de riesgo de ABCA1l

Variables R230R R230C/C230C P
Absoluto HDL? 2 (-1 a6.25) 2.5 (-3a5.25) 0.348
Relativo HDL¥(%) 5.79 (-2.42a17.34)  6.62 (-7 a 16.32) 0.311

* Descrito en total y porcentaje.
¥: Descrito en mediana (percentil 25-percentil 75), comparado con U de Mann-
Whitney

Con estos datos, no es posible determinar si los portadores de la variable de
riesgo (R230C) tienen un efecto atenuado en cuanto a incremento de C-HDL posterior a
una dieta alta en grasas, que era lo esperable, al tratarse de una variable hipoactiva en el
eflujo de colesterol intracelular. Daria la impresion, que contrario a lo esperado, los
portadores de la variable de riesgo tienden a tener un mayor incremento de C-HDL al
final de las 12 semanas de estudio, la falta de significancia puede ser debido a que se

cuenta con un nimero menor al necesario para evidenciar esta diferencia en el efecto de



la variante sobre la respuesta, o que trae como consecuencia una mayor dispersion en
los resultados.

Cuando se compar6 C-HDL dentro de cada grupo y los cambios del inicio con el
final da una diferencia estadisticamente significativa el cambio, pero s6lo en los
portadores de la variante R230R, s6lo con una probable tendencia a la significancia
estadistica en los sujetos R230C. Nuevamente, esta aparente diferencia en la respuesta

puede ser debido a la diferencia en el nimero de sujetos incluidos en cada grupo.

Cuadro VII.- Comparacion de cambios en HDL inicio-final dentro de cada grupo de

sujetos de investigacion

Variables Inicio Semana 12 P
R230R* 35 (31.25-39.75) 38 (35.25-42) 0.001
R230C* 35.5 (31-41.25) 38 (34.25-42) 0.091

¥- Descrito en mediana (percentila 25- percentila 75), comparado con rangos
sefialados de Wilcoxon

No se puede considerar, por lo tanto que clinicamente los sujetos con la variable
R230C de ABCA1 son menos susceptibles a presentar un efecto en HDL posterior a una
dieta alta en grasas por 12 semanas, aunque es necesario tener un mayor namero de
pacientes para que la diferencia sea estadisticamente significativa.

Se hizo un pareamiento por edad (x5 afios) y sexo con sujetos de los grupos.
Con un total de 20 sujetos por grupo (13 mujeres y 7 hombres), pero debido al tamafio
de muestra, no se alcanzo significancia estadistica en el cambio en concentracién de C-
HDL.

Hubo un buen apego al tratamiento en la dieta en todos los sujetos que
concluyeron el protocolo de estudio. Ninguno de ellos tuvo consumo de tabaco. Se
excluyod un paciente que presentd pérdida de peso debido a restriccion calérica y a

incremento de actividad fisica.




DISCUSION.

El presente estudio en el cual se tratd de demostrar si la presencia de la variante
R230C de ABCA1 modulaba de forma significativa la respuesta de incremento de
colesterol HDL posterior a una dieta alta en grasas teniendo un control de las variables
confusoras que pueden afectar la concentracién del mismo (64, 65). Sin embargo, el
efecto es mas atenuado de lo inicialmente contemplado y con los resultados que se
muestran no se pueden sacar conclusiones. Se habia generado la hipotesis que los
portadores de la variante R230C tendrian una menor respuesta en incremento de
colesterol-HDL, y, aunque en el andlisis preliminar parecia que asi seria, en la medida
que se reclutdé un nimero mayor de pacientes, esta tendencia parecia atenuarse y los
datos no alcanzaron significancia estadistica. Durante las primeras fases en las que se
encontraba el estudio se publicaron resultados que sostenian que el efecto de la misma
variable iba en sentido contrario, con resultados donde se mostr6 que los portadores de
la variable tenian mayor incremento porcentual de las cifras iniciales de C-HDL. (49),
una de las limitantes de ese estudio es que no se consideré la hipertrigliceridemia basal,
qgue en estudios prospectivos se ha demostrado que tiene mas impacto sobre el
incremento de HDL cuando se acompafia de disminucién de los mismos (66). Tomando
en cuenta esto, y a que, mediante un nuevo calculo de muestra que toma en cuenta los
hallazgos encontrados actualmente el protocolo continda reclutando sujetos de estudio.

Esto es una muestra de la gran heterogeneidad en la respuesta en lipidos
posterior a intervenciones dietéticas, ya que se involucran un gran nimero de probables
genes responsables, no solo el de ABCA1.

Distinto al estudio publicado mencionado anteriormente, donde se les dio un
portafolio dietético a los participantes, en este estudio constd de una dieta isocalorica
con un cambio en la proporcion de los macronutrientes, cambiando calorias
provenientes de los carbohidratos por grasa, con control de las variables comentadas
inicialmente, esto puede ser la causa por la cual el efecto se vié atenuado en este
estudio, a pesar de tener un mayor nimero de participantes.

La diferencia en la calidad de las grasas también pudo haber participado en la
atenuacion de la diferencia, (60, 58) y en una situacion donde no se tiene una
homogeneidad en la calidad de la grasa insaturada puede tener un impacto en la
direccion del efecto de C-HDL.

El célculo del tamafio de muestra inicial era con un 90% de poder para detectar

una diferencia de 4 mg/dL de C-HDL, sin embargo, aunque se alcanzé el numero



calculado de participantes, la gran variabilidad de respuesta a la intervencion de la dieta
solo dio una diferencia media de HDL de 0.88 mg/dL, por lo que es necesario
incrementar el tamafio de muestra para poder demostrarlo con significancia estadistica.
De la misma manera, el hecho de tener grupos asimétricos (con 22 sujetos con la
variable R230C y el restante con la variable silvestre), puede estar contribuyendo a que
se pierda la significancia estadistica.

La importancia del estudio es el de poder tener datos iniciales de la respuesta en
el efecto de C-HDL en esta variante con una dieta alta en grasas e isocalérica, que es
una situacion previamente inexplorada. Los estudios previamente publicados con esta
variable es con dieta baja en grasas, dieta hipocalérica y con suplementacion
alimentaria.

Para el nuevo célculo de muestra con el efecto demostrado en este estudio, con
un poder del 90% con una diferencia de 1 mg/dL, seria de 85 sujetos por grupo.
Actualmente se ha continuado con el reclutamiento del estudio, ya que se considero que
lo observado en respuesta de HDL en cada grupo por separado, amerita continuar con la
exploracién del efecto en la modulacion en respuesta en una dieta alta en grasas en los
portadores de la variante de riesgo.

La relevancia de continuar estudiando las implicaciones de esta variante va mas
alla de las cifras de colesterol HDL, ya que se ha asociado con un riesgo incrementado
para otros componentes de sindrome metabdlico, aunque con diferencias entre los
distintos grupos étnicos (43). Se trata de una variante que s6lo se ha identificado en el
continente americano. La frecuencia de la variante es una oportunidad de realizar
estudios que permitan confirmar si existe relacién del tipo genotipo-fenotipo

Al existir evidencia de que existen diferencias en los rasgos fenotipicos en los
portadores de R230C-ABCAL, y que se acompafian de distintas respuestas a diversos
tratamientos como el de necesitar mayor dosis de hipoglucemiantes orales para lograr el
mismo control glucémico que los portadores de la variante silvestre (67) Y que estos
sujetos tienen menor riesgo a enfermedad cardiovascular prematura (68) refleja de que
esta variante funcional tiene efectos clinicamente relevantes.

Los portadores de esta variante, tienen otros factores que modulan la respuesta a
C-HDL, que, aunque se traté de controlar en este estudio, con disminucién en la
proporcidn de carbohidratos, fue similar en ambos grupos (69)

Con lo anteriormente comentado, podria haber también diferencia en las

respuesta a las intervenciones dietéticas inclusive dentro de los mismos portadores de la



variante, se debe de considerar a futuro el extender la basqueda de intervenciones que
puedan impactar en la prevencion de los diferentes componentes del sindrome
metabolico, incluyendo ensayar una distribucién diferente de los macronutrientes de la
dieta, 0 sumar esta intervencion a otra, por ejemplo, ejercicio.

Con el nimero de casos estudiados, se encontré un incremento significativo en
la concentracion del colesterol HDL durante el consumo de la dieta en estudio en las
personas con la variante R230R; el mismo fendmeno no alcanzo significancia en los

sujetos con la variante R230C.



FINANCIAMIENTO

La realizacion del protocolo no tuvo ningln costo para el paciente, todos los gastos
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de esta carta acepto que participar en el proyecto de investigacion titulado:

Efecto de la variante R230C del gen de la proteina transportadora de cassette ligante de
ATP Al (ABCA1) sobre los niveles séricos de HDL-Colesterol en la respuesta al
tratamiento dietético en pacientes mexicanos.

Estoy al tanto de que el objetivo del estudio es evaluar la influencia que tiene ésta variante en
la respuesta de los niveles de HDL-Colesterol al tratamiento dietético, tanto en homocigotos
como en heterocigotos para la variante, en comparaciéon con pacientes homocigotos para el
alelo silvestre R230R.

Me queda claro también que se hara una medicién en sangre, para determinar el polimorfismo
del gen de ABCAL y algunas variables metabdlicas como: Glucosa, Hemoglobina glucosilada,
Insulina, Colesterol total, Triglicéridos, Colesterol HDL y LDL, Apo A-l, Apo B, leptina y
adiponectina; y que se tomaran algunas medidas antropométricas como peso, estatura,
circunferencia abdominal y de cadera. Asimismo, entiendo que se me realizard la toma de
varias mediciones en sangre.

Declaro que se me ha informado ampliamente de los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio y que son los siguientes:

Los riesgos potenciales son minimos: Hematoma o infeccién en el sitio de puncion.

Se realizara una puncién venosa de 45 ml, por una persona capacitada. El ADN serd usado
s6lo para los fines descritos en el proyecto

El resto de las mediciones antropométricas no implicaran ningln riesgo ni molestia para mi.

Beneficios: Recibiré atencion médica y nutriolégica sin ningin costo. Se me informaran los
resultados de laboratorio. Los resultados obtenidos servirdn para elaborar estrategias de
tratamiento de la obesidad y la diabetes utiles en poblacién Mestizo-Mexicana.

El investigador principal se ha comprometido a responder dudas acerca de los procedimientos
gue se le realizaran, los riesgos, los beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion, para lo cual se me proporcionan los nimeros teléfonos pertinentes.

Entiendo que tengo el derecho de retirarme del estudio en el momento en que yo lo considere
conveniente, sin que esto afecte la atencion médica que recibo en el INCMNSZ.

El investigador principal me ha asegurado que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven del estudio, y que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial.

Asi mismo, he leido, entendido y aclarado el “Informe de Consentimiento para participar el
estudio: “Efecto de la variante R230C del gen de la proteina transportadora de cassette
ligante de ATP Al (ABCAL) sobre los niveles séricos de HDL-Colesterol en la respuesta
al tratamiento dietético en pacientes mexicanos”.

Por lo tanto, acepto libremente participar en este estudio.

Nombre y firma del paciente Fecha
Nombre y firma del Investigador principal. Fecha
Testigo Testigo

*Una copia del consentimiento se entregara al paciente. TEL. 54870900 EXT. 2437 Y 2405.
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