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1. RESUMEN.

Los lipidos son componentes fundamentales en la estructura de las membranas
celulares, y son transportados en sangre a través de complejos de macromoléculas
llamadas lipoproteinas. Entre los distintos tipos de lipoproteinas, las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) son clinicamente relevantes debido a que niveles elevados de
HDL en plasma estdn asociados con la disminucién del riesgo cardiovascular,
mientras que niveles disminuidos de HDL (hipoalfalipoproteinemia) se asocian a un
mayor riesgo cardiovascular. A través del la Encuesta Nacional de Salud realizada en
areas urbanas de México, se determiné que el 50% de la poblacién adulta presenta
hipoalfalipoproteinemia. Los niveles plasmaticos de C-HDL son determinados tanto
por factores genéticos como ambientales y algunos genes que participan en distintas
rutas metabdlicas han sido asociados con este rasgo. En este estudio se genotipifico
el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) del gen vaninal (VNNL1, rs2272996), el
cual confiere un cambio de aminoacido de asparagina por serina en la posicion 131
(N131S) del gen VNNL1. Este SNP fue genotipificado a través de PCR en tiempo real
empleando una sonda TagMan en 754 individuos mexicanos mestizos no
relacionados, 87 mayas y 111 coras. La posible asociacion de este SNP con
diferentes parametros bioquimicos y antropométricos se evalué con dos diferentes
modelos genéticos (aditivo y dominante) utilizando el programa estadistico SPSS v15.
La frecuencia de este polimorfismo fue similar en las 3 poblaciones estudiadas y no se
observo asociacion con los niveles de HDL en ninguna de ellas. Sin embargo, el alelo
S131 fue asociado significativamente a una mayor circunferencia de cintura y niveles
elevados de triglicéridos en la poblacion cora (p=0.041 y 0.009, respectivamente).
Debido a que estos dos rasgos forman parte del sindrome metabdlico (SM), se
estudio la posible asociacion de esta variante con el SM, encontrando solo asociacion
significativa en la poblacién cora. En conclusion, este estudio sugiere que la variante
N131S no participa en la modulacion de los niveles de HDL en las poblaciones
estudiadas. Sin embargo, pudiera ser relevante para el desarrollo del SM en las

poblaciones indigenas de México.

Palabras Clave: Colesterol HDL, gen VNN1, poblacion mexicana, sindrome

metabdlico.
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ABSTRACT.

Lipids are important structural components of cell membranes, and are transported in
blood as macromolecular complexes called lipoproteins. Among the different type of
lipoproteins, high density lipoproteins (HDL) are clinically important because high HDL
plasma levels are associated with decreased cardiovascular risk, while low HDL
plasma levels (hipoalpha-lipoproteinemia) are associated with increased
cardiovascular risk. In a widespread study performed in urban areas of Mexico, 50%
of adults showed hipoalpha-lipoproteinemia. HDL-C plasma levels are determined by
both genetic environmental factors, and several genes participating in different
metabolic pathways have been associated with this trait. In the present study, we
genotyped a single nucleotide polymorphism (SNP) within the vanin 1 gene (VNNL1,
rs2272996), that leads to an asparagine to serine substitution at position 131 of the
vanin protein (N131S). This SNP was genotyped by real-time PCR using Tagman
probes in 754 unrelated Mexican Mestizos, 87 Mayans and 111 Coras. The possible
association of this SNP with different anthropometric and biochemical parameters was
explored under two different genetic models (dominant and additive), using the SPSS
v15 statistical package. The allelic frequency of this SNP was similar in the 3 different
populations analyzed, and no association with HDL levels was observed. However,
this SNP was significantly associated with higher waist circumpherence and
triglyceride levels only in the Cora population (p=0.041 and 0.009, respectively).
Because these two traits are part of the metabolic sindrome (MS), the posible
association of this variant with MS was explored, finding significant association only for
the Cora population; In conclusion, this study suggest that this SNP does not
participating in the modulating of HDL levels in the populations study. However, could

be outstanding for the development of MS in the Indians population of Mexico.

Key words: Cholesterol-HDL, VNN1 gene, Mexican population, metabolic syndrome.
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2. Marco Teorico.
2.1 Lipidos y lipoproteinas plasmaéticas.
2.1.1 Lipidos.

Los lipidos son componentes fundamentales en la estructura de las membranas
celulares y representan para la célula la mayor fuente de energia metabdlica.
Ademas, algunos de ellos sirven como reserva energética (ej. los triacilgliceroles),
como precursor de hormonas esteroideas y acidos biliares (ej. el colesterol) y
como mensajeros intracelulares y extracelulares (ej. prostaglandinas y fosfatidil
inositol) (Ganong, 2002).

Los lipidos plasmaticos méas importantes clinicamente son el colesterol y los
triacilgliceroles conocidos también como triglicéridos (TG), ambos insolubles en
agua, por lo que son transportados en sangre unidos a proteinas
(apolipoproteinas), formando macromoléculas llamadas lipoproteinas (Phillips y
Rothblat,, 1997; Pérez-Méndez et al., 2002).

2.1.2 Apolipoproteinas.

Las apolipoproteinas son un grupo de proteinas anfipaticas que se asocian a
algunos pasos bioquimicos del metabolismo de los lipidos. Las masas moleculares
de las apolipoproteinas abarcan un intervalo de menos 7 kDa (apo C-l) a mas de
500 kDa (Apo B-100 y Apo A) (Pérez-Méndez et al., 2002).

La mayoria de las apolipoproteinas son solubles y se unen facilmente a las
estructuras lipidicas, tanto in vivo como in vitro, por lo que en un inicio se sugirié
gue eran Unicamente vehiculos para la solubilizacion y el transporte de los lipidos
en el plasma. Sin embargo, existe evidencia que sugiere que las apolipoproteinas
también tienen funciones activas en el metabolismo de las lipoproteinas actuando
como ligandos para receptores de lipoproteinas, asi como cofactores para

enzimas lipoliticas y proteinas transferidoras de lipidos (Kwiterovich, 2002).

-13-



2.1.3 Lipoproteinas.

Los lipidos provenientes de la dieta se integran en el higado y en el intestino

formando particulas lipoproteicas (lipoproteinas).

Las lipoproteinas plasmaticas son macromoléculas esféricas formadas de lipidos
y proteinas (apolipoproteinas), estan constituidas por un nucleo lipidico no-polar
con una cubierta hidrofilica constituida por colesterol libre, fosfolipidos y

apolipoproteinas (Ganong, 2002; Civeira et al., 2004).

El transporte de los lipidos en sangre se realiza a través de diferentes
lipoproteinas. Los triglicéridos son transportados principalmente por los
quilomicrones (QM) y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, very low
density lipoproteins). El colesterol a su vez es transportado por las lipoproteinas
de baja densidad (LDL, low density lipoproteins) y por las lipoproteinas de alta

densidad (HDL, high density lipoproteins).

Las lipoproteinas son clasificadas con base a su tamafio y densidad entre otras
caracteristicas (Tabla 1). En orden decreciente a su densidad se ubican
inicialmente las HDL, LDL, VLDL y QM (Leon et al., 1991; Skinner, 1994; Van-Tol
et al., 2001 y Barter, 2003).

El metabolismo de las lipoproteinas es una red compleja de procesos bioquimicos,
incluyendo el ensamblaje, la secrecién y el catabolismo (Grundy et al., 2004).

2.1.4 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
2.1.4.1 Clasificacion de las HDL

Se han descrito diferentes subclases de HDL basandose en ciertas caracteristicas

fisicoquimicas y funcionales. Una clasificacion se fundamenta en su densidad de

flotacion; por medio de ultracentrifugacion, las particulas son separadas y

dependiendo de la mayor o menor cantidad de proteinas y lipidos que transportan

se distinguen en HDL2 y en HDL3 (Tabla 1). La concentracion de ambos tipos de
-14 -



particulas es variable y se ve modificada por diferentes condiciones ambientales
como el alcohol y el ejercicio. Otros métodos de separacion que se han utilizado
para afinar la clasificacion de las HDL son la electroforesis en gradiente o filtracion
en gel (William et al., 1993; Civeira et al., 2004; Marcovina et al., 2006).

Las HDL son las lipoproteinas con mayor proporcion proteica (55-60% de masa
seca), siendo la apo A-l1 su apolipoproteina mas abundante. En ausencia de Apo
A-l, Apo E es requerida para un metabolismo normal de las lipoproteinas que

contienen un porcentaje alto de triglicéridos (Gonzalez-Sastre et al., 2003).
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de las lipoproteinas.

Contenido

Densidad  Lipidos — \\ ynroteinas de

Lipoproteinas (g/ml) principales

Caracteristicas

colesterol
Apo B-48,
. o Apo Al Al Permanecen
Quilomicrones <0.95 Triglicéridos Apo C-I, C-II gz eelnsmo de
Apo E gen.
Triglicéridos ApoB-100, Sintetizadas
VLDL 095y esteresde , APOC 11159, ©n higado,
1.006 ApoC-Il, Apo transportan
colesterol o
E trigliceridos
Derivadas del
procesamiento
de las VLDL
LDL LO19- Colesterol B-100 50-700p PO accionde
1.063 lipasa
lipoproteica,
transportan
colesterol
Transportan el
. colesterol
Lipidos ApOoA-I, apoA- desde los
hidrofébicos. Il, ApoC-ly tejidos del
HDL2 1063 ApoC-Il cuerpo hasta el
1125 . ApoA-l, ApoA- higado
' Fosfolipidos
HDL3 tef I, ApoC-l'y 20 al 30% E| ejercicio
y proteinas. - ApoC-Il fisico las
1.125- ApoC-Ill, aumenta
1.210 ApoE

El alcohol las
disminuye

Modificado de Van- Tol A et al., 2001; Barter, 2003
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2.1.4.2 Metabolismo de las HDL y transporte reverso de colesterol (TCR).

El transporte reverso del colesterol (TRC) se define como el regreso del colesterol
proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecion y reciclaje
(Figura 1). EI TRC es uno de los mecanismos por medio del cual las HDLs evitan

la formacion de placa ateromatosa.

Las etapas del proceso de TRC se describen a continuacion:

Las HDL se originan principalmente en el higado y en el intestino, donde son
secretadas como particulas nacientes de forma discoidal, compuestas
fundamentalmente por fosfolipidos y apolipoproteinas A-1 y A-ll, con muy bajo
contenido de colesterol. Estas particulas nacientes atraviesan el endotelio vascular
de los tejidos periféricos, desde los cuales remueven el exceso de colesterol libre
celular por accion del transportador de membrana ABCA1 (ATP binding cassette
A-1). ABCAL1 es importante para la lipidizacion inicial de las HDL nacientes (Figura
1). El colesterol captado por estas particulas es esterificado por la lecitina-
colesterol aciltransferasa (LCAT), por lo cual el colesterol pierde su caracter
anfipatico transformandose en una molécula hidrofébica; el colesterol esterificado
abandona la superficie de la lipoproteina que lo transporta para situarse en el
interior de la particula, aumentando el tamafio de la misma y formando particulas
esféricas. Estas particulas continlan creciendo por la acciébn de la proteina
transferidora de fosfolipidos (PLTP) que media la fusion de remanentes de
superficie y la LCAT continta esterificando colesterol pasando sucesivamente de
HDLs a HDL2. La proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP)
intercambia ésteres de colesterol provenientes de las HDLz por triglicéridos de las
lipoproteinas con Apo-B y posteriormente la lipasa hepatica (LH) hidroliza los
triglicéridos y fosfolipidos de las HDL disminuyendo su diametro. Como paso final,
las particulas de HDL se unen al receptor basurero B-I (SR-BI), el cual reconoce a
las HDL maduras para su selectiva utilizacion en el higado y para su posible

excrecion por medio de sales biliares (Peelman et al., 2000; Yokohama et al.,
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2000; Angelin et al., 2002; Nofer et al., 2002; Pérez-Méndez et al., 2002; Assmann
et al., 2003; Brewer et al., 2003).

Debido al proceso complejo que significa el transporte reverso del colesterol, es
necesaria la participacion de una gran variedad de proteinas. Estas proteinas se
describen en la tabla 2.

HDL
naciente HDL
SR-BI
madura

CETP

LH Apo B

Apo B

TG ¢

Figura 1. Via del transporte reverso del colesterol (TRC): Inicia con la interaccion del
transportador transmembranal ABCA1 y las HDL nacientes promoviendo el eflujo de
colesterol y fosfolipidos. El colesterol captado por las HDL es esterificado por LCAT. Los
ésteres de colesterol abandonan la superficie de la lipoproteina para situarse en el interior
de la particula, constituyendo asi las HDL maduras. El colesterol esterificado puede ser
intercambiado por triglicéridos provenientes de las lipoproteinas que contienen Apo-B;
este intercambio esta facilitado por CETP. El paso final de este proceso es la union de las

HDL a SR-BI, para su utilizacion selectiva en el higado.
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Tabla 2. Proteinas Implicadas en el metabolismo y transporte de las HDL.

Proteina Caracteristicas
e Es sintetizada principalmente en musculo esquelético, musculo
_ cardiaco y adipocitos.
Lipasa e Desempeifia un papel fundamental en el metabolismo de lipidos a
Lipoproteica través de la hidrdlisis de los TG, transportados por quilomicrones y
(LPL) VLDL.

Actia como un mediador importante en el mantenimiento de la
homeostasis energética y acumulacion de grasa en tejido adiposo.

Lipasa Hepatica
(LH)

Enzima que se encuentra en la superficie de las células endoteliales
del higado, ovarios y glandulas suprarrenales.

Su accion es la hidrolisis de fosfolipidos vy triglicéridos, las particulas
lipoproteicas sobre las que actian esta enzima son preferentemente
LDL y HDL.

Su accion provoca el paso de particulas grandes (HDL,) a otras mas
pequefias (HDL3), ya que la hidrdlisis de triglicéridos de HDL provoca
la disociacién de moléculas de Apo A-I de estas particulas.

Sirve como cofactor para el metabolismo selectivo del colesterol de
las HDL mediado por el receptor SR-BI.

La actividad de la LH se ve suprimida por el estradiol e incrementada
por testosterona; éste puede ser un mecanismo por el cual las
hormonas afectan los niveles de HDL.

La actividad alta de LH est4 asociada con niveles bajos de HDL,
mientras que su deficiencia esta asociada con un modesto aumento
de HDL.

Lipasa
Endotelial (LE)

Sintetizada por células endoteliales, expresada en higado, placenta,
pulmén vy rifién.

Utiliza como sustrato principal a los fosfolipidos, los cuales al ser
hidrolizados de las HDL, provocan la liberacién de acidos grasos
generando HDL pequefias.

La participacién de LE es determinante en la variacion de los niveles
de HDL.

Lecitina:
colesterol
aciltransferasa
(LCAT)

Sintetizada principalmente por hepatocitos; transfiere un grupo acilo
de la fosfatidilcolina hacia un grupo hidroxilo del colesterol.

El colesterol que es esterificado por la LCAT proviene en parte
directamente de las membranas celulares. La esterificacion del
colesterol es muy importante en la maduracién de las HDL y el TRC.
La deficiencia de LCAT se manifiesta en una marcada disminucion
en la formacion de ésteres de colesterol de las HDL aunado a un
incremento en el catabolismo de Apo A-Il.

Se ha encontrado actividad antioxidante asociada a esta proteina
gue podria tener relevancia para explicar la capacidad antioxidante y
antiinflamatoria de las HDL.
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Proteina Caracteristicas

Proteina e Secretada en plasma desde diferentes tejidos (Higado, intestino
Transportadora ~ delgado, bazo, tejido adiposo, glandulas suprarrenales y musculo
de esteres de esqueletico)

colesterol e Su funcién es transferir ésteres de colesterol contenidos en las HDL
a las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, intermediate density
(CETP) lipoprotein) y VLDL.

Proteina e Se sintetiza en ovario, timo y placenta.
Transportadora e Su funcion consiste en transferir fosfolipidos de membrana hacia las
de fosfolipidos particulas precursoras de las HDL.

(PLTP) e Favorece el eflujo de colesterol de las células hacia higado.

e Es una proteina transmembranal que se expresa en tejido fetal,

Proteina pulmon, glandulas suprarrenales e higado.
transportadora  ® Su funcién es la de transportar colesterol libre a través de la
membrana plasmatica, donde es capturado por la ApoA-l para la

de colesterol formacién de HDL.

ABCAL ¢ Mutaciones en ABCAL se asocian a niveles reducidos de HDL y Apo

A-l
e Proteina de superficie que fija lipoproteinas HDL y LDL, asi como
colesterol libre.

Receptor e Es capaz de facilitar la captacion selectiva de HDL, a través de la

basurero Bl formacion del complejo lipoproteina-receptor.

(SR-BI) e La sobreexpresion hepética de SR-BI se asocia a disminucion del C-
HDL, acelerando el aclaramiento de ésteres de colesterol reducido y
secrecion de colesterol biliar.

e Son factores de transcripcion dependientes de ligando que forman
Receptores

una subfamilia de los receptores nucleares hormonales.
proliferadores ¢ Regulan el metabolismo de los lipidos y la glucosa.
peroxisomales e Se ha i_dent_ificado 3 isoformas PEARa, PPARB, PPARES y PPARYy.
(PPAR) e La gctlvamén de los PPARs incrementa la salida de colesterol
mediada por Apo A-l en macréfagos.

activados por

(Cohen et al., 1999; Homon et al., 2000; Trigatti et al., 2000; Silver y Tall, 2001; Perret et al., 2002;
Zambo et al., 2003; Ishida et al., 2003; Mertens et al., 2003; Ritsch y Patsch, 2003).
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2.1.5 Efecto de las HDL en la modulacién del riesgo cardiovascular
2.1.5.1 Analisis clinico y genético de la variacion de los niveles de HDL.

Estudios clinicos y epidemiologicos han demostrado que los niveles bajos de
colesterol HDL (C-HDL), condicion conocida como hipoalfalipoproteinemia, es uno
de los principales factores de riesgo para enfermedad arterial coronaria, ain con
niveles normales de colesterol total (Kolovou et al., 2005). Es importante
mencionar que mas del 40% de los pacientes con infarto al miocardio, presentan
niveles bajos de C-HDL (Genest et al., 1999).

La hipoalfalipoproteinemia esta caracterizada por niveles bajos de C-HDL (<35
mg/dL) en ausencia de otras alteraciones lipidicas. Su prevalencia en poblacién
anglosajona es de 11% y 13% en varones de Estados Unidos y Canada
respectivamente; mientras que en poblacion mexicana la hipoalfalipoproteinemia
es muy frecuente, ya que su prevalencia es mayor al 48% (Aguilar-Salinas et al.,
2001). Es muy probable que la mayor parte de los sujetos con niveles bajos de C-

HDL en plasma tengan mayor riesgo de desarrollar enfermedad arterial coronaria.

Algunos de los factores que provocan el decremento de los niveles de C-HDL son
el tabaquismo, la obesidad, la falta de ejercicio (sobre todo aerdbico), algunos
medicamentos (andrégenos, progestagenos, corticoides, beta bloqueadores vy
diuréticos), eventos de estrés agudo y las infecciones (Aguilar-Salinas et al.,
2004).

En contraparte niveles elevados de C-HDL (hiperalfalipoproteinemia), han sido
asociados a la disminucién y al retardo de la formacion de las lesiones
ateroescleroticas en humanos (Sola-Alberich et al., 2001); se caracteriza por
niveles elevados de C-HDL (>60 mg/dL) y longevidad, en la mayoria de los casos
se sugiere una forma de herencia poligénica y multifactorial para esta condicion.
Sin embargo, existen reportes de familias con un patrén aparente de herencia

autosomica dominante (Ordovas et al., 2000).
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2.1.5.2 Mecanismos de accién de las HDL.

El efecto protector de las HDL pudiera estar mediado principalmente por 4
mecanismos: 1) transporte reverso de colesterol, 2) disminucion de oxidacion de
las LDL, 3) inhibicion de la expresion de las moléculas de adhesion inducidas por
citocinas endoteliales y 4) la activacion de la sintetasa endotelial de éxido nitrico
(Cuevas et al., 2004; Ansell et al., 2005).

2.1.5.3. Estudios genéticos para la identificacion de los loci asociados

a lavariacion de los niveles de HDL en humanos.

Estudios realizados en gemelos sugieren que entre el 50-70% de la variacion de
los niveles de las HDL en humanos esta determinada genéticamente, es por ello
que algunos esfuerzos han sido orientados a tratar de identificar las variantes
genéticas que determinan las concentraciones de HDL en el humano. Debido a
gue en la mayoria de las familias esta condiciébn no parece cosegregar de forma
mendeliana sino como un rasgo complejo, la identificacion de los genes
involucrados en el metabolismo de las HDL se ha complicado, por lo que se

conoce poco de las causas moleculares que lo condicionan (Miller et al., 2003).

Las dos principales estrategias utilizadas para la basqueda de genes que regulen
los niveles de C-HDL son: 1) estudio de genes candidato y 2) el escrutinio del
genoma, mediante un andlisis de ligamiento genético, para identificar diferentes
loci que modulen como rasgo cuantitativo (Quantitative trait loci [QTL]) los niveles
de HDL. El papel de muchos de los genes candidatos en la regulacion de los
niveles de C-HDL no ha sido estudiado; es posible que varios de estos genes
tengan un efecto pequefo, dependiendo ademas de su interaccion con el medio
ambiente y otros genes. A pesar de estas limitaciones se ha confirmado la
participacion de cerca de 10 genes en la regulacion de los niveles de C-HDL en
humanos, todos ellos son responsables de enfermedades mendelianas que cursan
con alteraciones en los niveles de C-HDL y participan en el transporte reverso del

colesterol (Wang y Paigen, 2005; Oram y Heinecke, 2005).
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3. ANTECEDENTES.
3.1 Estudio genético de las HDL en poblacion Mexicana.

Con la finalidad de identificar las posibles causas de las variaciones plasmaticas
de C-HDL en poblacibn mexicana, diversos grupos de investigacibn se han
enfocado en el estudio de genes relacionados con el metabolismo de lipidos. De
los cuales, sobresale un estudio reciente que permitié identificar un cambio no
sinbnimo de una arginina por una cisteina en la posicion 230 (R230C) de la
proteina ABCA1 en un grupo de sujetos con hipoalfalipoproteinemia, el cual
parece ser exclusivo de poblaciones amerindias o derivadas de éstas, ya que solo
se ha identificado en mestizos mexicanos y poblaciones indigenas como son
yaquis, purépechas, mazahuas, mayas y zapotecos (Wang et al., 2000; Villarreal-
Molina et al., 2007).

Inicialmente el andlisis de la variante R230C en una poblacién abierta mexicana,
mostrd asociacion no solo a concentraciones bajas de C-HDL, sino también y de
manera independiente a la obesidad, sindrome metabdlico y diabetes (Villarreal-
Molina et al., 2007; Villarreal-Molina et al., 2008).

Aln cuando esta variante parece ser de gran relevancia en la modulacién de los
niveles plasmaticos de C-HDL en la poblacibn mexicana, sélo explica
aproximadamente el 4% de esta variacion (Villarreal-Molina et al., 2008); lo cual a
pesar de que constituye un impacto alto para una variante genética, sugiere la
existencia de otros genes que podrian contribuir en el metabolismo de las HDL en
la poblacion mexicana; tal es el caso del gen VNN1, recientemente asociado a la

modulacién de los niveles plasméaticos de C-HDL (Goring et al., 2007).
3.2 Gen Vanina 1 (VNN1)

El gen VNN1 se encuentra ubicado en el cromosoma 6 en la banda q23-g24
(Figura 2), tiene 7 exones y se expresa en diversos tejidos como colon, rifilones,
pancreas, placenta, células T e intestino (Granjeaud et al., 1999; Martin et al.,
2001), codifica para una proteina de 513 aminoacidos denominada molécula
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vascular no inflamatoria (Aurround-Lions et al., 1996), la cual es una ectoenzima
con actividad de panteteinasa que hidroliza panteteina en &cido pantoténico y
cisteamina (Pitari et al., 2000; Berruyer et al., 2006). Esta molécula se encuentra
anclada a la superficie de las células epiteliales por un grupo glicosilfofatidil inositol
(GPI) (Berruyer et al., 2004).

Un estudio del transcriptoma humano, reporté que el incremento en la expresion
del gen VNNL1 esta asociado significativamente con aumento de los niveles de C-
HDL y cambios en los niveles de TG, ApoA-I, ApoA-Il y LDL. (Goring et al., 2007,
ASHG Annual Meering, 2007). De igual manera, Yang y cols (2005) realizaron un
escrutinio completo del genoma para identificar regiones cromosoémicas asociadas
a los niveles de C-HDL, mediante un analisis de ligamiento genético. En este
estudio se encontré evidencia de ligamiento en el cromosoma 6 en la banda
6022.33-6024.3, region que incluye al gen VNN1. Sin embargo, no se encontré
asociacion con polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de este gen vy la
variacion de los niveles de C-HDL (especificamente en la subfraccion 3) (Yang et
al., 2005). Con estos antecedentes, se considera de gran interés analizar la
participacion del gen VNN1, particularmente el cambio no sinébnimo de aminoé&cido
(asparagina por serina en la posicion 131: [N131S, SNP rs2272996]) ubicado en
el exon 3 (figura 2), el cual ha sido asociado a distintos rasgos metabdlicos

incluyendo hipertension arterial (Zhu et al., 2007).

EXON 1 EXON EXON 3 EXON 4EXON 5 EXON6 EXONY

rs227299

Figura 2. Gen VNN1: El polimorfismo rs2272996: esta ubicado en el exén 3 del gen
vanina 1 (VNN1).
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION.

La anormalidad lipidica mas prevalente en la poblacion mexicana adulta es la
hipoalfalipoproteinemia, presente en el 50% de nuestra poblacion; es una
caracteristica frecuente en pacientes con diabetes o sindrome metabdlico,
condiciones asociadas a un riesgo cardiovascular aumentado (Aguilar-Salinas et
al., 2001; Barquera et al., 2007).

Estudios realizados en gemelos sugieren que entre el 50 y 70 % de la variacion de
los niveles de HDL estd determinado genéticamente, es por ello que algunos
esfuerzos se han orientado a tratar de identificar las variantes genéticas que
determinen las concentraciones de HDL (Miller et al., 2003); sin embargo, a pesar
de que nuestra poblacion representa uno de los grupos de estudio mas
interesantes para la identificacion de los genes que participan en el metabolismo
de las HDL, aun es poco lo que se sabe de la contribucion genética en la variacion
de los niveles de C-HDL.

A la fecha, se ha podido confirmar la participacion de la variante R230C del gen
ABCALl en la modulacién de los niveles plasmaticos de las HDL en poblacion
mexicana (Villarreal-Molina et al., 2007). No obstante, esta variante solo explica el
4% de la variacién en los niveles plasmaticos de C-HDL. Por lo cual, resulta
interesante evaluar otros genes que pudieran modular los niveles de C-HDL en
nuestra poblacién. El gen VNN1 fue asociado con el incremento de los niveles de
C-HDL asi como cambios en los niveles de TG, y otras subfraccion lipidica (Goring
et al., 2007). De este gen en cuanto asociacion solo se tiene evidencia de una
SNP (rs2272996 [N131S]) al que asocian con la presencia de HTA (Zhu et al.,
2007); sin embargo, aun se desconoce el papel de este polimorfismo en la
modulacién de los niveles de C-HDL y su posible interaccion con otras variables

metabodlicas.
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5. JUSTIFICACION

La regulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL es un proceso complejo en el
que participan tanto factores genéticos como ambientales. Los genes que hasta el
momento se ha evidenciado que tienen relevancia en la regulacion de los niveles
plasmaticos de C-HDL, explican solo el 4% de la variacibn en este rasgo
metabdlico, lo que sugiere que existen otros genes que podrian contribuir de
manera importante en el metabolismo de las HDL.

Uno de los genes de interés es vaninal (VNN1), el cual fue recientemente
identificado a través del escrutinio completo de expresiébn gendmica, mostrando
asociacion muy significativa entre el aumento de los niveles de C-HDL con un
incremento en los niveles de expresiéon del RNAm de dicho gen. Aln son pocos
los estudios que han evaluado la participacion de este gen en la modulacién de los
niveles de C-HDL y rasgos metabdlicos relacionados Por lo que este gen
constituye un candidato importante en la modulacion de los niveles de C-HDL en

la poblacion mexicana.

Debido a la necesidad de realizar estudios integrales en los cuales se valoren
tanto el componente genético como el factor ambiente en este trabajo se plantea
analizar la participacidon de la variante N131S del gen VNN1 que pudiera contribuir
en la compresion de los mecanismos involucrados en las alteraciones plasmaticas
de C-HDL de tal forma que permitira tener mas elementos diagndsticos que
ayuden a un manejo mas racional de esta importante variable metabdlica. Por lo
gue en este estudio se propone evaluar la participacion de la variante N131S del
gen VNNL1 en la modulacion de los niveles de C-HDL en el desarrollo de obesidad

y sindrome metabdlico.

-26-



6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la contribucion de la variante N131S del gen VNN1 en la modulacion de
los niveles plasmaticos de C-HDL y otros rasgos metabdlicos en una muestra de

poblacién mestiza mexicana y dos poblaciones indigenas.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de la variante N131S del gen VNN1 en poblacién
mestiza, maya y cora.

e Analizar si existe asociaciéon de la variante N131S del gen VNN1 con los
niveles de C-HDL y con otros parametros bioquimicos y antropométricos en
poblacién mestiza, maya y cora.

e Establecer la asociacion de la variante N131S del gen VNNL1 con el sindrome

metabdlico en las tres poblaciones estudiadas.

8. HIPOTESIS.

El polimorfismo N131S del gen VNNL1 est4 asociado a la variacion de los niveles
de C-HDL y/o a rasgos bioquimicos y antropométricos en la poblacién mestiza
mexicana y poblaciones indigenas.
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9. METODOLOGIA

9.1 Sujetos de estudio

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Ciencias Meédicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) y todos los

participantes firmaron un consentimiento informado.

En este estudio se analizaron 753 sujetos mestizos no relacionados, provenientes
de una muestra de 1000 individuos de poblacién general. Los sujetos fueron

seleccionados bajo los siguientes criterios de inclusion:

e Mexicanos en al menos tres generaciones (hijo, padre y abuelo de origen
mexicano).

e Edad entre 18 y 69 afios.

e Sin tratamiento médico que altere o modifique los niveles plasmaticos de
C-HDL o alguna subfraccion lipidica.

¢ Niveles plasméticos de glucosa <126 mg/dL (exclusion de diabéticos).

e IMC <40 kg/m? (exclusién de obesos clase ).

e En caso de mujeres, que no estén en tratamiento hormonal o0 usen

anticonceptivos orales.

La captacion de estas muestras se realizd en cinco instituciones gubernamentales
de la Ciudad de México: INCMNSZ, Instituto Nacional de Neurologia vy
Neurocirugia, Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM) y la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM)
plantel Iztapalapa. A cada sujeto se le aplicé un cuestionario estandarizado para
obtener informacién del nivel socioeconomico, historia clinica, antecedentes
familiares, uso de medicamentos, alcoholismo y tabaquismo. Las mediciones
antropometricas como peso, talla, circunferencia de cintura, cadera, presion

arterial y toma de sangre fueron realizadas por personal capacitado.
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En cuanto a las poblaciones nativas de México se analizaron 198 individuos
pertenecientes a dos grupos étnicos: 87 mayas originarios de una comunidad rural
del estado de Campeche y 111 coras de una comunidad del sur del estado de

Nayarit.

A todos los individuos participantes se les tomo6 una muestra de 20 mL de sangre
periférica después de un ayuno de 12 horas para medir pardmetros bioquimicos y
extraer acido desoxirribonucleico (ADN) genémico.

9.1.1 Criterios de exclusién

Para las tres poblaciones estudiadas se consideraron los siguientes criterios de

exclusion:

e Uso de hipolipemiantes y patologias que afecten los niveles de C-HDL como
neuropatia, hepatopatia y trastornos tiroideos.

e En el caso de las mujeres, se excluyeron aquellas que usaban anticonceptivos
orales, que estaban bajo tratamiento hormonal, uso de estrégenos y/o que
estaban embarazadas, en estado fisioldgico del climaterio o menopausia.

e Individuos con tratamiento de esteroides.

9.2. Reactivos.

- Extraccion de DNA
e Fenol CsHs0
e Cloroformo CHCIs
e Alcohol isoamilico CsH120
- Determinacion de perfil ioquimico
e Acido fosfotlingstico

e Magnesio (Mg?*)

- Valoracion de DNA

e Agarosa (Ultra Pure Agarose. Invitrogen No. 15510-019)
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TBE 10x (Ambion N0.9863)
Bromuro de etidio (0.5ug/uL)

Colorante de carga (azul de bromofenol; xilencianol y glicerol 40%)

- Reactivos de reaccion en cadena para PCR en tiempo real

Mezcla muestra de reaccién (5x) (Master Mix Applied Biosystems, No.
4371355)
Tag ADN polimerasa, solucién amortiguadora de reaccion MgClz, mezcla de

deoxirribonucleotidos (ANTPs)

H20 MilliQ
Sonda TagMan Applied Biosystems C__ 25472082 _10

9.3. Material de plastico y vidrio

Pipeta de 10 pL, 10 pL, 200 pL, 1000 pL (Gilson y Accumax pro)

Puntas para micropipetas de polipropileno de 10 pL, 50 pL, 200 pL, 1000 pL
Microtubos Eppendorf de polipropileno de 1.5 mLy 5 mL

Tubos de polipropileno de 15 mL (Corning)

Matraz Erlenmeyer de 250 mL (Pyrex)

Vaso de precipitados (Pyrex)

- Placas de 384 pozos para PCR tiempo real de polipropileno (Applied Biosystems)

- MicroAmp 100 Optical Adhesive Films (Applied Biosystems)

9.4. Equipo

Termociclador ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems)

Refrigerador de 4°C/ congelador de -20°C/ ultracongelador de -70°C
(REVCO)

Vortex (ThermoLyne, 16700 Mixer)

Espectrofotometro (NanoDrop ND100)

Transiluminador de luz Ultra Violeta (UVP M-20)
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e Computadora (Compaq Presario V3000)

e Balanza analitica (Metter AE500)

¢ Centrifuga Eppendorf 5415C; Ultracentrifuga (Heraeus Multifuge 3S-R)
e Horno de microondas (Samsung)

e Camara de electroforesis (Bio Rad)

e Fuente de poder (Bio Rad)

9.5 Métodos
9.5.1 Datos antropomeétricos

Se realiz6 mediciébn de peso, talla, cintura, cadera y presion arterial (PA) con
baumandmetro. Se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) dividiendo el peso en
kilogramos entre la talla en metros elevada al cuadrado (IMC = peso/talla?)
(Anexol).

9.5.2 Parametros bioquimicos.

Todas las mediciones bioquimicas se realizaron en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de los Lipidos del INCMNSZ, utilizando

procedimientos estandarizados y reactivos comerciales.

La glucosa sérica se midié utilizando el método de la glucosa oxidasa. Los niveles
plasmaticos de colesterol total (CT) y triglicéridos (TG) se midieron a través de
métodos enzimaticos (Boehringer-Mannheim); los niveles plasmaticos de HDL se
midieron usando &cido fosfotingstico y Mg?*; los niveles plasmaticos de insulina
se midieron por radioinmunoensayo, y los niveles de Apo A-ly Apo B se midieron
con un kit comercial (Beckman). Se calculé el modelo de homeostasis para
evaluar resistencia a la insulina (HOMA-IR), a partir de las mediciones de glucosa
e insulina en ayunas de acuerdo a la formula reportada por Matthews et al., 1985,

como sigue:

Resistencia a la insulina (%IR) = insulina [uU/dL] * (glucosa [mg/mL] /18)/22.5
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9.5.3 Diagnéstico de Sindrome Metabdlico.

Considerando los resultados de las mediciones bioquimicas y la exploracion fisica
(datos antropomeétricos) se diagnostico sindrome metabdlico (SM) por la presencia
de al menos 3 de los rasgos establecidos por el panel de expertos en la deteccion,
evaluacion y tratamiento de niveles elevados de colesterol sanguineo en adultos,
pertenecientes al programa nacional de educacion del colesterol (NCEP Expert
Panel. 2001; Reaven, 2006) (National Cholesterol Education Program Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults
(Panel de tratamiento en adultos (Adult Treatment Panel IIl) [ATP-III]):

e Cintura mayor a 102 cm en hombres o mayor a 88 cm en mujeres.
e TG 2150 mg/dL o tratamiento hipolipemiante.
e HDL <40mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres.
e Presidén arterial 2130/85 mmHg o tratamiento antihipertensivo.
e Glicemia en ayunas = 100 mg/dL o tratamiento médico para la diabetes
mellitus.
9.5.4 Extraccion de ADN.

La extraccidon de ADN gendmico se realiz6 a partir de leucocitos de 1mL sangre
total, a través de la técnica de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. La técnica
consiste en afiadir 2 mL de un amortiguador de lisis al botdén de células agitandose
subitamente durante 15 minutos; posteriormente se agrega 1mL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (1:1:25), se agita por 3 minutos y se centrifuga a
1000 g durante 15 minutos. Se extrae la fase acuosa con una pipeta; a esta fase
acuosa se le afade el triple de su volumen de etanol al 100% y al agitar
suavemente comienza a aparecer un precipitado. Posteriormente se retira el
sobrenadante, teniendo cuidado de no tomar el botdon de ADN precipitado y se
deja evaporar el etanol sobrante. Finalmente se resuspende el boton de ADN en
200 pL de agua milliQ. La muestra se conservo para su posterior analisis a -20°C
(Sombrook et al., 1989; Jiménez-Escrig, 2003).
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9.5.4.1 Cuantificacion y Valoracion de ADN

La cuantificacion de la muestra de ADN se realiz6 utilizando un espectrofotometro
(NanoDrop) mediante lecturas de absorbancia a 260 nm y 280 nm, para
posteriormente realizar diluciones de 10 ng/uL, las cuales fueron empleadas en la

genotificacion. La relacion Azeo/A2so promedio de las muestras fue de 1.85.

La integridad del ADN se determind por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio [0.5 pg/uL], en amortiguador TBE (Tris base
0.089 M, acido borico 0.089 M, EDTA, pH 8, 0.002 M) al 10%, conectado a una
fuente de poder que se programoé una velocidad de corrida de 90 volts (V) durante
10 min, para finalmente observar el gel a través de un transiluminador con luz
ultravioleta (UV).

9.5.5 Genotipificacién de la variante N131S

Se genotipificd la variante N131S por la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) en tiempo real con sondas TagMan en las poblaciones mestiza,
maya y cora, utilizando un termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems),
para posteriormente realizar una discriminacion alélica en el programa SDS 2.2

acoplado al equipo de PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real consistié en preparar una mezcla de 2.5 uL de Master Mix
y 0.125 uL de la sonda C__ 25472082 10 (rs2272996 [N131S]) por cada muestra.

Inicialmente se colocaron 2.5 pL de las diluciones de ADN de las distintas
muestras en cada uno de los pozos de una placa de polipropileno en donde
posteriormente se agregd 2.5 ulL de la mezcla de Master Mix y sonda, teniendo un
volumen final de 5 pL. como paso final de coloco la placa de polipropileno en la
base del termociclodor ABI Prism 7900HT, dando inicio a la etapa de
desnaturalizacion que dura aproximadamente 1 minuto y esta a una temperatura
de 94°C, en donde la sonda se encuentra intacta, los fluoréforos reportero y

apagador estdn préximos entre si y no hay emisibn de flourescencia;
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posteriormente prosigue con la etapa de alineamiento: baja a una temperatura de
54° C durante 45 segundos, la sonda se hibrida con su secuencia complementaria
y en la etapa de extension: en la que la temperatura se leva a 72 °C durante 2
minutos, una vez que ha comenzado la amplificacion del DNA molde, se enciende
la sonda y el alejamiento del fluor6foro reportero y el apagador provoca la emision
de fluorescencia. Estas etapas o ciclos los realizdé el equipo 40 veces, en un

tiempo aproximado de 1 hora 40 minutos (Figura 3).
9.5.5.1 Fundamento de latécnica de PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real es un método especifico y sumamente sensible; mediante
la reaccion de PCR vy la deteccion de fluorescencia permite cuantificar la cantidad
de ADN producido, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado. En esta técnica los procesos de
amplificacion y deteccidn se llevan a cabo de manera simultdnea (Higuchi et al.,
1993); esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion

de amplificacion.

El empleo de sondas TagMan garantiza la especificidad de la deteccion y permite
identificar polimorfismos o mutaciones puntuales (McGuigan et al., 2002; Gibson et
al., 2006). Las sondas TagMan presentan dos fluoréforos reporteros diferentes
(VIC y FAM), lo cual permite la deteccién de la base incorporada. Una de las
sondas incluye la base correspondiente al alelo silvestre y la otra sonda presenta
la base correspondiente al alelo mutado; el fluoréforo detectado revela la

presencia o ausencia del polimorfismo en la muestra analizada.
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TITTTOIW IO Sonda TagMan

Desnaturalizacion !

Figura 3. Mecanismo de accién de la sonda TagMan en una PCR. En la etapa de

desnaturalizacion la sonda se encuentra intacta, los fluoréforos reportero (en verde) y
apagador (en rojo) estan proximos entre si y no hay emision de fluorescencia. En la etapa
de alineamiento la sonda se hibrida con su secuencia complementaria y en la etapa de
extension una vez que ha comenzado la amplificacion del ADN molde, se escinde la
sonda y el alejamiento del fluor6foro reportero y el apagador provoca la emision de

fluorescencia.
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9.5.5.2. Ensayo de discriminacion alélica

El ensayo de discriminacion alélica, es una de las aplicaciones de PCR en tiempo
real; mediante el programa computacional SDS 2.2 acoplado al equipo de PCR en
tiempo real.

Los sistemas de deteccién de secuencia (SDS) por fluorescencia empleados en
PCR en tiempo real son: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con
fluorocromo; por medio de la aplicacion de un algoritmo previamente establecido y
tomando en cuenta la fluorescencia basal del ensayo nos permite conocer el
genotipo presente en cada una de las muestras de ADN analizadas. Los
resultados de la discriminacion alélica son presentados en forma de gréfica (alelo
Y vs alelo X), en donde se pueden identificar a los homocigotos eneleje Xo Yy a

los heterocigotos en el eje Z (Figura 4)

Las sondas de hibridacion especificas son sondas marcadas con dos tipos de
fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la transferencia de
energia fluorescente mediante resonancia (Fluorescence Resonance Energy
Transfer: FRET) entre las dos moléculas (Livak, 1999; McGuigan et al., 2002).
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HOMOCIGOTOS

HETEROCIGOTOS

Eje de Z Alelo
(SC03746_CT(N131S))

Eje de Y Alelo (5C03746_T(131N))

o9

HOMOCIGOTOS

Eje de X Alelo (SC03746_C (131S))

Figura 4. Grafica de un ensayo de discriminacién alélica para la genotipificacion de
muestras de PCR en tiempo real obtenida mediante en programa SDS 2.2, el color y la
ubicacién de las muestras dentro de la grafica permiten la determinacion del genotipo,
considerando la fluorescencia basal del ensayo, representada por NTCs controles
negativos; sin DNA), el fluoréforo reportero FAM detecta el alelo menos comdn (S131)
dando un color rojo al presentarse de manera homocigota los cuales recaen el en eje de
las “X” y el fluoréforo reportero VIC detecta el alelo comun (N131) que recae en el eje de
las” Y” representado de color azul. Si se presentan los dos alelos es decir heterocigoto
(N131/S131) se observara en el eje de las “Z” representados de color verde, esto nos
indica la combinacion de las dos fluorescencias.
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9.5.6 Analisis estadistico de resultados

Se utilizo el paquete estadistico SPSS v15.0 (SPSS Chicago, Il) para el analisis de
resultados. Se calcularon medias + desviacion estdndar de los pardmetros basales
de los individuos participantes. Puesto que los niveles de TG e insulina asi como
los indices HOMA-IR no mostraron una distribucion normal, se normalizaron los
valores de CT, TG e insulina por medio de los logaritmos en base 10 (log10) para
el andlisis. Se utiliz6 una prueba de covarianza para el analisis de los rasgos
cuantitativos, tomando como factor fijo la variante N131S y utilizando como

covariables la edad, género e IMC.

9.5.7 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW).

La determinacion del equilibrio de HW es un importante paso de control de calidad
en los estudios de poblacion genética. El principio del equilibrio de Hardy-
Weinberg determina que en una poblacibn en equilibrio, las frecuencias

gendmicas estan definidas por las frecuencias alélicas (Iniesta et al., 2005).

Si en una poblacién se observan dos 2 alelos, por ejemplo p y g, estos dan origen
a tres genotipos pp, pg y qq; si la frecuencia del alelo p=a y la frecuencia del alelo
g=b, entonces las frecuencias genotipicas quedan definidas por el binomio

cuadrado perfecto:

(a+ b)? = a? + 2ab + b?

Donde la frecuencia genotipica de pp=a?, la frecuencia genotipica de pg=2ab, la

frecuencia del genotipo qg=b?y p + g= 1.

Para saber si nuestra poblacibn a analizar estaba en equilibrio de Hardy-
Weinberg, primero se obtuvieron las frecuencias alélicas de la variante N131S en
cada poblacion. El analisis de equilibrio de HW se realizé mediante un programa

estadistico disponible en la pagina (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cqi-

bin/hwal.pl)
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9.5.8 Andélisis por medio de los modelos Aditivo, Dominante y Recesivo.

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable
categorica con varios genotipos posibles. Se suele considerar como categoria de
referencia al grupo de individuos homocigotos para el alelo mas frecuente. Los
modelos permiten evaluar facilmente si hay interacciones entre el polimorfismo y

otros factores (Iniesta et al., 2005).

Ya que cada individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado con cada
genotipo puede depender del numero de copias del alelo, lo que permite definir
varios modelos de herencia posible cuya verosimilitud se puede explorar mediante
una adecuada codificacion de los genotipos. Los 3 modelos de herencia posibles

son:

Modelo Dominante: supone que una Unica copia de S131 es suficiente para
modificar el riesgo y que ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud,
es decir heterocigoto N131S y homocigoto S131S tienen el mismo riesgo; en este
modelo se comparan estos 2 genotipos respecto al homocigoto N131N (N131N vs
N131S+S131S).

Modelo Recesivo: supone que son necesarias dos copias de S131 para modificar
el riesgo, por lo tanto heterocigoto N131S y homocigoto del alelo mas frecuente
N131N tienen el mismo riesgo; bajo este modelo se compara la combinacion de
estos con respecto a los homocigotos del alelo mutado S131S (N131N+N131S vs
S131S).

Modelo Aditivo: supone que cada copia de S131 modifica el riesgo en forma
aditiva, por lo tanto, los homocigotos S131S tienen el doble de riesgo que los
heterocigotos N131S, y N131N se considera un riesgo nulo (N131N vs N131S vs
S131S).

9.6 Prediccién de dafio funcional a proteinas (Programa Polyphen)

Este andlisis consiste en predecir si lo cambios de aminoacidos en las proteinas

alteran la funcionalidad de la proteina (www.genetig.bwn.harvard.edu).
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10.RESULTADOS
10.1 Dafio funcional de la variante N131S del gen VNN1

Se evalud la variante N131S mediante el programa Polyphen; este programa
predijo al cambio no sinénimo de asparagina por serina en el codén 131 de la
proteina del gen VNN1 como posiblemente dafiino, ya que la asparagina en esta
posicion es un aminoacido conservado en diversas especies, lo cual sugiere que

el cambio podria alterar la funcion de la proteina.

10.2 Frecuencia de la variante N131S del gen VNN1 en las poblaciones de

estudio.

Se analizé el equilibrio de HW para esta variante, observando que N131S se
encuentra en equilibrio de HW en la poblacion mestiza, maya y cora (Anexo 2). En
la tabla 3 se muestra la frecuencia de los genotipos N131N, N131S, S131S de la
variante N131S de VNNL1 y la frecuencia alélica en las tres poblaciones. No se
observaron diferencias significativas en la frecuencia alélica entre las tres
poblaciones estudiadas. De igual manera, no se observaron diferencias
significativas al comparar las frecuencias de la poblacibn mestiza con las
frecuencias registradas en la base de datos del HapMap para poblacién africana,

europea y asiatica (http://www.ncbi.nlm.nih./snp_ref.cfqi?rs=2272996). En cuanto

a las poblaciones indigenas, se observaron diferencias significativas al comparar
la frecuencia alélica de estos dos grupos con la poblacion europea y asiatica.

10.3 Caracteristicas epidemioldgicas de las 3 diferentes poblaciones en

estudio.

En la tabla 4 se muestran los parametros antropométricos y bioquimicos de la
poblaciébn mestiza asi como de dos poblaciones nativas mexicanas (mayas Yy
coras). Diferencias significativas fueron observadas en la mayoria de las variables
analizadas exceptuando circunferencia de cintura la cual presentd valores
similares en las tres poblaciones estudiadas. Interesantemente, la poblacion maya

presentd un IMC significativamente mayor que los mestizos de la Ciudad de
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Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de las poblaciones analizadas.

MESTIZA MAYAS CORAS pa pb Pc
N 754 87 111
% Hombres 34.48 39.08 30.63
Edad 39.67 + 13.28 43.21 + 15.01 4560 = 18.14 0.022 <0.001 0.329
IMC (kg/m?) 26.92 + 452 29.18 + 4.15 25.77 + 4.56 <0.001 0.013 <0.001
Cintura (cm) 88.56 + 12.44 90.64 + 10.52 89.28 + 11.54 0.140 0.570 0.402
Cadera (cm) 102.57 = 9.56 103.04 = 9.02 99.26 = 10.11 0.668 0.001 0.008
Obesidad (%) 22.60 39.0 19.8 0.012 0.628 0.002
Cintura/cadera (cm) 0.86 + 0.08 0.88 = 0.06 0.89 + 0.06 0.052 <0.001 0.215
PAS (mmHQ) 118.00 %= 16.65 * 117.96 + 16.49 * 0.893 *
PAD (mmHg) 78.81 = 10.66 * 7294 = 10.47 * <0.001 *
Glucosa (mg/dL) 92.74 + 10.53 100.09 + 10.14 93.23 + 9.61 <0.001 0.644 <0.001
Colesterol (mg/dL)* 208.06 + 41.49 19547 + 34.65 175.15 = 35.05 0.007 <0.001 <0.001
Triglicéridos(mg/dL)** 178.52 + 133.00 183.49 + 91.77 16855 + 10746 0.056 0.719 0.082
HDL (mg/dL) 4747 + 1281 48.85 + 10.77 36.95 % 9.56 0.334 <0.001 <0.001
LDL (mg/dl) 125.32 + 3592 113.64 + 2873 106.87 % 27.67 0.007 <0.001 0.123
Apo A-l (mg/dL) 137.79 £+ 25.88 143.07 = 24.76 * * 0.071 * *
Insulina (MU/mL)** 10.37 = 7.67 11.44 + 10.27 1217 + 10.21 0.771 0.048 0.312
HOMA-IR 244 + 2.09 292 + 293 286 = 2.67 0.550 0.061 0.878

*Datos no disponibles; P2 comparacion de la poblacién abierta vs poblaciéon Maya; PP comparacién de poblacién abierta vs poblacién Coras; P¢
comparacion de poblacion Maya vs Coras. PAS: Presion Arterial Sistolica; PAD: Presion Arterial Diastolica; HOMA: indice de Homeostasis.
** yalores normalizados por logaritmo
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10.4 Asociacion de N131S del gen VNN1 con parametros bioquimicos y

antropométricos
10.4.1 Poblacién mestiza

Los resultados obtenidos para todos los pardmetros analizados se muestran en la
tabla 5. No se observaron diferencias significativas entre la presencia de la
variante N131S vy los niveles plasmaticos de C-HDL (Pdom=0.673 y Padit=0.537),

ni con ningun otro parametro bioquimico o antropométrico evaluado.

10.4.2 Poblaciones indigenas

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en la poblacion maya. Se
encontré una tendencia en los niveles de insulina (Pdom=0.075), mientras que
para los niveles de C-HDL no se observo diferencia significativa (Pdom=0.185 y
Padit=0.116), aun cuando los niveles de C-HDL fueron mas bajos en los

portadores del genotipo S131S.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos para la poblacion cora. En esta
poblacién se observaron mediciones mayores de circunferencia de cintura en los
sujetos portadores del alelo S131 (Padit= 0.041 y Pdom=0.057). De igual manera,
los niveles de triglicéridos fueron significativamente mas altos en los sujetos con
los genotipos N131S y S131S (Padit=0.009 y Pdom=0.009). Con respecto a los
niveles plasmaticos de C-HDL, no se observaron diferencias significativas bajo

ninguno de los dos modelos utillizados (Pdom=0.649 y Padit=0.585).
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Tabla 5. Analisis de asociacion de la variante N131S del gen VNNL1 a los rasgos cuantitativos en la poblacion mestiza.

N131N N131S S131S N131S/S131S Padit Pdom

N 510 216 28 244

% Hombres 34.70 38.18 25.00 34.01

Edad 39.49 + 1355 39.83 + 12.71 41.64 + 13.09 40.04 + 12.74
IMC (kg/m?)* 26.85 + 4.66  27.09 + 421  26.75 + 420  27.05 + 420 0.776 0.638
Cintura (cm) 88.60 + 12.85 88.26 + 11.84 90.16 + 9.22  88.48 + 11.57 0.923 0.819
Cadera (cm) 102.67 + 9.91 102.32 + 878 102.70 + 9.18 102.36 + 8.81 0.645 0.610
Cintura/cadera (cm)  0.86 + 0.08 0.86 + 0.08 0.88 + 0.07 0.86 + 0.07 0.388 0.763
Obesidad (%) 22.70 23.10 21.50 23.00 0.144

PAS (mmHg) 118.09 + 16.79 118.11 + 16.55 115.46 + 15.06 117.80 + 16.38 0.352 0.525
PAD (mmHg) 78.84 + 10.75 78.67 + 1040 79.32 + 11.48 78.74 + 1051 0.806 0.686
Glucosa (mg/dL)  92.36 + 10.40 93.39 + 11.02 9454 + 870 9352 + 10.77 0.121 0.171
Colesterol (mg/dL)** 208.29 + 41.74 208.25 + 40.77 202.39 + 43.63 207.57 + 41.06 0.456 0.654
Triglicéridos(mg/dL)** 177.01 + 137.77 180.92 + 123.50 187.39 + 117.79 181.66 + 122.64 0.199 0.299
HDL (mg/dL) 4758 + 13.31 47.25 + 11.67 47.14 + 12.16 47.24 + 11.70 0537 0.673
LDL (mg/dL) 125.39 + 36.88 126.16 + 33.13 117.79 + 39.29 125.18 + 33.92 0.510 0.823
Apo A-l (mg/dL)  137.66 + 26.38 138.14 + 2523 137.40 + 22.34 138.05 + 24.86 0.932 0.864
Insulina (WU/mL)*  10.42 + 7.83  10.07 + 7.48 1154 + 633  10.25 + 7.35 0.925 0.431
HOMA-IR 2.44 + 2.16 2.40 + 1.98 2.73 + 1.59 244 + 1.94 0.800 0.918

Ajustado por edad, género e IMC (indice de masa corporal); Pdom (valor de P para un modelo dominante comparando los genotipos N131S y
S131S vs N131N) y Prec (valor de P para un modelo recesivo comparando N131N y N131S vs S131S); PAS: Presion Arterial Sistdlica; PAD:
Presién Arterial Diastdlica, HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; ApoA: apoliporpoteina A; ApoB:
apolipoproteinas B; HOMA-IR: modelo de homeostasis para calcular resistencia a la insulina= (insulina [uU/mL]* (glucosa [mg/dL]/18))/22.5.

* Ajustado por sexo y edad

** yalores normalizados
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Tabla 6. Analisis de asociacion de la variante N131S del gen VNNL1 a los rasgos cuantitativos en la poblacion maya.

N131N N131S S131S N131S/S131S Padit Pdom

N 62 22 3 25

% Hombres 38.70 40.90 33.33 40

Edad 42.07 + 14.78 44.81 + 14.78 55.33 + 20.79 46.13 + 15.50
IMC (kg/m?)* 29.20 + 404 2921 + 420 2860 + 7.38 29.14 + 4.49 0.705 0.819
Cintura (cm) 90.28 + 10.08 9152 + 12.38 91.67 +* 7.64 9154 + 11.76 0.967 0.356
Cadera (cm) 103.11 + 896 102.81 + 895 103.00 + 14.53 102.83 + 9.38 0.728 0.878
Cintura/cadera (cm) 0.88 = 0.06 0.89 = 0.07 0.89 = 0.05 0.89 + 0.07 0.498 0.804
Obesidad (%) 37.10 45.40 33.30 44.00 0.745

Glucosa (mg/dL) 100.76 + 10.35 99.18 + 9.47 93.00 + 10.44 98.44 + 9.58 0.112 0.241
Colesterol (mg/dL)** 194.05 + 32.15 203.82 * 40.10 163.67 + 29.57 199.00 *= 40.71 0.437 0.928
Triglicéridos (mg/dL)** 183.39 + 99.98 188.77 = 71.04 147.00 + 44.23 183.76 = 69.07 0.928 0.919
HDL (mg/dL) 49.52 + 10.28 47.68 + 12.59 43.67 + 569 47.20 * 11.96 0.116 0.185
LDL (mg/dL) 112.04 + 27.31 122.17 + 31.11 90.67 + 31.53 117.67 * 32.39 0.757 0.728
Apo A-l (mg/dL) 143.06 + 21.66 144.18 + 33.51 135.00 + 11.79 143.08 + 31.68 0.428 0.639
Insulina (MU/mL)** 10.33 + 6.60 14.71 + 16.87 1043 + 785 1420 * 16.00 0.150 0.075
HOMA-IR 2.65 + 1.87 3.76 + 4.88 234 + 1.83 359 + 462 0.175 0.094

Ajustado por edad, género e IMC (indice de masa corporal); Pdom (valor de P para un modelo dominante comparando los genotipos N131S y
S131S vs N131N) y Prec (valor de P para un modelo recesivo comparando N131N y N131S vs S131S); PAS: Presion Arterial Sistdlica; PAD:
Presion Arterial Diastélica, HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; ApoA: apoliporpoteina A; ApoB:
apolipoproteinas B; HOMA-IR: modelo de homeostasis para calcular resistencia a la insulina= (insulina [uU/mL]* (glucosa [mg/dL]/18))/22.5.

* Ajustado por sexo y edad

** yalores normalizados
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Tabla 7. Analisis de asociacion de la variante N131S del gen VNNL1 a los rasgos cuantitativos en la poblacion cora.

N131N N131S S131S N131S/S131S Padit Pdom

N 70 34 7 41

% Hombres 35.71 25.52 14.28 21.95

Edad 44.93 + 1899 4894 + 1653 35.86 + 1462 46.71 + 16.81
IMC (kg/m?)* 2546 + 4.64 2585 + 429 2843 + 470 2629 = 441  0.256 0.429
Cintura (cm) 87.78 + 11.35 9142 + 1153 94.75 + 1220 91.94 + 11.53 0.041 0.057
Cadera (cm) 98.22 + 10.75 100.29 + 821 105.67 + 1052 101.12 + 8.67 0.112 0.218
Cintura/cadera (cm)  0.89 + 0.06  0.90 + 0.06 0.89 + 0.05 0.90 + 0.05 0.160 0.127
Obesidad (%) 21.4 11.7 42.9 17.00 0.883

PAS (mmHg) 116.79 + 16.84 120.32 + 1591 117.71 + 17.07 119.88 + 1592 0.353 0.297
PAD (mmHg) 7230 + 1161 74.12 + 818 7343 + 9.62  74.00 + 831  0.478 0.365
Glucosa (mg/dL) 9249 + 963 9400 + 955 9671 + 9.96  94.46 + 955 0.132 0.236
Colesterol (mg/dL)** 171.70 + 34.49 185.71 + 36.77 157.86 + 16.96 180.95 + 35.65 0.702 0.224
Triglicéridos (mg/dL)** 150.83 + 85.28 195.15 + 136.14 214.14 + 123.99 198.39 + 132.85 0.009 0.009
HDL (mg/dL) 36.77 + 9.67 37.82 + 9.09 3457 + 11.63 37.27 + 949  0.885 0.649
LDL (mg/dL) 106.03 + 26.75 112.70 + 29.66 89.33 + 22.97 108.45 + 29.68 0.593 0.814
Insulina (WU/mL)* 1127 + 6.87 1251 + 1466 19.44 + 10.66 13.70 + 14.19 0.552 0.946
HOMA-IR 261 + 1.77  3.02 + 3.91 456 + 2.38 3.28 + 3.71 0.263 0.444

Ajustado por edad, género e IMC (indice de masa corporal). Pdom (valor de P para un modelo dominante comparando los genotipos N131S y
S131S vs N131N) y Prec (valor de P para un modelo recesivo comparando N131N y N131S vs S131S). * Ajustado por sexo y edad

PAS: Presion Arterial Sistélica; PAD: Presion Arterial Diastélica, HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; ApoA:
apoliporpoteina A; ApoB: apolipoproteinas B; HOMA-IR: modelo de homeostasis para calcular resistencia a la insulina= (insulina [uU/mL]*
(glucosa [mg/dL]/18))/22.5

* Ajustado por sexo y edad

** yalores normalizados
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10.4.3 Sindrome metabdlico (SM)

Considerando que en este estudio se observd asociacién de la variante N131S
con los niveles plasmaticos de TG y la circunferencia de cintura en una de las
poblaciones indigenas y que esta variante fue asociada con la presencia de HTA
en estudios previos (tres de los cinco parametros que toma en cuenta la ATP-III
para el diagnéstico de SM [cintura, TG, C-HDL, PAS/PAD y glucosa en ayuno]), se
decidi6 estudiar la posible asociacion de esta variante con el sindrome metabdlico
en las distintas poblaciones analizadas. La frecuencia de este sindrome fue de
27.1% para la poblacion mestiza y 29.7% en cora (para la poblacién maya no fue
posible establecer el diagnéstico de SM debido a que no se cuenta con los datos
de PAS y PAD).

En la tabla 8 se muestra el andlisis de la variante N131S con el sindrome
metabdlico en las poblaciones mestiza y cora; para el andlisis se utiliz6 una
prueba de regresién logistica considerando un modelo dominante o aditivo. En la
poblacién mestiza no se observo asociacion de la variante N131S con la presencia
de SM (Pdom=0.914). De igual manera, no se identificO ninguna asociacion
significativa con ninguno de los rasgos que conforman el sindrome metabdlico. Sin
embargo, para la poblacion cora se observé una tendencia o asociacion con el
SM dependiendo del modelo utilizado (Pdom=0.059 y Padit=0.032).
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Tabla 8. Analisis de asociacion de la variante N131S a sindrome metabdlico y parametros asociados.

Mestiza Mayas Coras
(n=854) (n=87) (n=111)
Trastorno Metabélico N%O%N N(loiss S%O%S Padit | Pdom N%;;N N(lf,%s S%O%S PAdit | PDom N%O%N N%;SS S%%S Padit Pdom
Individuos con SM 137 57 10 - - - 16 13 4
(67.2) (28) (4.8) 0708 | 0.914 ) i (48.5) | (39.4) | (12.1) 0032 | 0.059
Individuos sin SM 373 159 18 - . - - - >4 21 3
(67.8) (28.9) | (3.3) (69.2) | (26.9) | (3.9
Con obesidad 179 74 12 26 9 2 25 16 5
abdominal (67.5) (27.9) | (4.6) (70.3) | (24.3) | (5.4) (54.3) | (34.8) | (10.9)
Sin obesidad 326 142 16 0.991 1 0.869 35 12 1 0.958 0.851 44 17 1 0.082 0.195
abdominal (67.4) (29.3) | (3.3) (72.9) (25) (2.1) (71.0) | (27.4) | (1.6)
. Coe . 238 112 17 36 17 1 31 17 5
Con hipertrigliceridemia | s/ o) | (305) | (4.6) 0073 | 0116|668 | GL8) | (9) | (0| sary | 585) | (298) | (114) | (o0 | 0 se
Sin hipertrigliceridemia 2172 104 11 26 5 2 38 1 2
(70.3) (26.8) | (2.9) (78.8) | (15.1) | (6.1) (66.7) (30) (3.3)

Con 244 101 16 23 11 2 58 28 5
hipoalfalipoproteinemia (67.6) (27.9) | (4.5) (63.8) | (30.5) | (5.6) (63.7) | (30.7) | (5.6)
hiperhalfalisplgproteinem 266 115 12 0.716 | 0.959 39 (75 11 1 0.203 | 0.130 11 6 2 0.393 | 0.494

i (67.7) (29.2) | (3.1) (21.1) | (3.9 (57.9) | (31.5) | (10.5)
162 69 9 14 8 2
Con HTA 67.5) | 288) | 37) | 0 a6 | 0.068 ] ] (583) | 333) | 84) | 1240 | o506
Sin HTA 348 147 19 ' ' ] i ] 53 (63) | .28 5 ' '
(67.7) (28.6) | (3.7) (30.9) | (6.1)
Glucosa 2 110 mg/dL 34 (61.8) 21 - 11 2 - 3(75) | 1(25) -
(38.2) 0.776 | 0.323 |(846) | (154) 0.130 | 0.159 0.500 | 0.552
Glucosa< 110 mg/dL | 476 (68) | ~2° | 28 o1 20 3 66 33 !
(27.9) | (4.1) 68.9) | (27) | (4.1) (62.3) | (381.1) | (6.6)

Ajustadas por edad y genéro. Con obesidad abdominal: cintura = 88 cm en mujeres y 2102cm en hombres; sin obesidad abdominal: cintura <88 cm en mujeres y
<102 cm en hombres; con hipertrigliceridemia: triglicéridos 2150 mg/dL; sin hipertrigliceriddemia: triglicéridos <150 ml/dL; con hipoalfalipoproteinemia: HDL = 50
mg/dL en mujeres y = 40 mg/dL; sin hipoalfalipoproteinemia; HDL <50 mg/dL en mujeres y <40 mg/dL en hombres; con HTA: presién arterial 2130/85 mmHg; sin

HTA: presion arterial <130/85 mmHg;. - Datos no disponibles
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11.DISCUSION

La enfermedad arterial coronaria constituye una de las principales causas de
morbi-mortalidad en la mayoria de las poblaciones, independientemente de su
origen étnico; uno de los principales factores de riesgo cardiovascular es la
modificacion de los niveles de lipidos plasmaéticos, los cuales en su mayoria son
transportados por tres familias de lipoproteinas VLDL, LDL y HDL. Las dos
primeras lipoproteinas son principalmente aterogénicas y en consecuencia estan
implicadas en el desarrollo de enfermedad arterial coronaria; mientras que para la
tercera existen evidencias cada vez mayores de que ejerce un papel protector

frente a la formacion de placa ateroescleroética.

En México la anormalidad lipidica mas prevalente es la hipoalfalipoproteinemia
(niveles plasmaticos de C-HDL <35 mg/dL) presente en 48.4% de la poblacién
adulta entre 20 y 69 afilos (Aguilar-Salinas et al., 2001). Sin embargo, aun cuando
esta dislipidemia representa uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular (Rader et al., 2002; Aguilar-Salinas et al., 2007), poco es lo que
conocemos de su componente genético en la poblacibn mexicana. Por ello,
nuestro grupo de investigacion ha realizado diversos estudios para evaluar la
contribucion genética en la variacion plasmatica de las HDL en poblacién
mexicana. Lo que ha permitido identificar un cambio de aminoacido en la posicion
230 (R230C) de la proteina ABCA1l (Villarreal-Molina et al., 2007). Estos
hallazgos muestran la importancia de la basqueda de otras variantes genéticas
que estén participando en la modulacion de los niveles del C-HDL en esta
poblacion. Asi, se decidi6 evaluar a el gen VNN1 el cual ha sido asociado con los
niveles plasmaticos de C-HDL en estudios previos (Goring et al.,, 2007; ASHG
Annual Meering, 2007; Holleboom, et al., 2008). Particularmente, se analiz6 la
participacion de una variante no sindbnima N131S de este gen (SNP rs2272996) en
poblacién mestiza de la Ciudad de México y en dos grupos étnicos mexicanos

(mayas y coras).
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La variante N131S del gen VNN1 se encontré en equilibrio de HW en poblacion
mestiza, maya y cora mientras que las frecuencias alélicas de la variante N131S
obtenidas de cada una de las tres poblaciones de estudio (mestizos, mayas y
coras) no mostraron diferencias significativas entre ellas; esto pudiera deberse a
que en la poblacion mestiza existe un pequefio porcentaje de componente
genético de origen caucésico y africano. Sin embargo, las poblaciones indigenas
mostraron frecuencias alélicas significativamente diferentes al compararlas con
poblacidn europea y asiatica. Estos hallazgos fortalecen lo observado en diversos
estudios genéticos, en los cuales se muestran diferencias en la frecuencia de los
alelos en estudios al comparar poblaciones nativas americanas y otros grupos

étnicos (Canizales-Quinteros, et al. 2007).

Con respecto al andlisis metabdlico, los resultados obtenidos sugieren que la
variante N131S del gen VNN1 no afecta los niveles de C-HDL, confirmando lo
observado por Yang y colaboradores (2005), quienes no encontraron asociacion
de la variante N131S con los niveles plasmaticos de C-HDLs, Sin embargo, es
interesante mencionar que en la poblacibn maya se observd una tendencia a
presentar niveles mas bajos de C-HDL conforme aumenta el nUmero de copias del
alelo de riesgo, es decir, los sujetos homocigotos para el alelo poco comun
(S131S) presentan niveles de C-HDL mas bajos que los sujetos con los genotipo
N131S y N131N (Padit=0.116), aunque para confirmar esta tendencia se requiere
aumentar el namero de sujetos estudiados en este grupo indigena. Estos
resultados sugieren que son las variantes en la region reguladora del gen VNN1
mas que los cambios no-sinénimos, las que pudieran condicionar de manera

importante la variacién de los niveles de C-HDL.

De manera interesante, los resultados mas significativos para las variables
metabdlicas fueron observados en la poblacion cora del estado de Nayarit. Asi
tenemos que la presencia de la variante N131S se asoci6 con niveles elevados de
triglicéridos y a una mayor circunferencia de cintura, aunque para este ultimo las
diferencias no fueron significativas. Tomando en consideracion que la

circunferencia de cintura y los triglicéridos son dos de los cinco criterios usados
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para establecer el diagndstico de sindrome metabdlico (SM), se analizo la
participacion de esta variante en el desarrollo de este sindrome.
Interesantemente, se encontré asociacion de N131S con el SM, aunque
Gnicamente en la poblacién cora. Estos hallazgos representan el primer reporte
en donde se establece que la variante N131S del gen VNN1 aumenta el riesgo

para el desarrollo del sindrome metabdlico.

Finalmente, es importante mencionar que la aparente inconsistencia en la
asociacion de la variante N131S con distintos rasgos metabdlicos en los grupos
poblacionales estudiados se debe a la compleja interaccion tanto de factores
genéticos como ambientales (ejercicio, tabaquismo, cantidad y calidad de ingesta
de grasas, consumo de alcohol, entre otros) asociados al desarrollo de los
padecimientos complejos. Por ello, es necesaria la realizacion de estudios
integrales en los cuales se valoren tanto el componente genético como el factor

ambiental, particularmente el nutrimental.

12. CONCLUSIONES.

1. Con base en los resultados obtenidos en el andlisis de asociacion con los
pardmetros bioquimicos podemos concluir que en nuestra poblacion de
estudio, la variante N131S del gen VNN1 no se asocia a los niveles

plasmaticos de C-HDL en las poblaciones mestiza, maya y cora.

2. Por primera vez se presenta evidencia de la asociacion de la variante

N131S con el sindrome metabdlico en una poblacién indigena de México.

3. La variante N131S del gen VNN1 por su asociaciébn con trastornos
metabdlicos muy prevalentes en la poblacion mexicana pudiera tener

relevancia epidemioldgica en esta poblacion.
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14. ANEXOS.

Anexol. Tablas de valores de PA, IMC, indice cintura cadera, HDL,LDL.

Tabla 9. Valores de Presién Arterial para adultos mayores de 18 afios.

Presion Arteria

Presion Arterial

Clasificacion o Diastélica
Sistolica (mmHgQ) (mmHg)

Optima <120 <80
Normal <130 <85
Normal Alta 130- 139 85-89
HTA 1° Ligera 140-159 90-99

HTA 2° Moderada 160-179 100-109
HTA 3° Grave =180 2110

Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 2007

Tabla 10. Valores para determinar el indice de Masa Corporal (IMC).

Clasificacién IMC (Kg/m?
Normal 18.50-24.99
Sobrepeso 25-29.99
Obesidad I° 30-34.99
Obesidad II° 35-39.99
Obesidad llI° =40
Tomado de Casanueva 2008
e Tabla 11. indice de Cintura Cadera.
Riesgo* Hombres Mujeres
Alto >0.95 >0.85
Moderado 0.90-0.94 0.80-0.84
Bajo <0.89 <0.79

Tomado de Casanueva 2000. * Se refiere al riesgo que tiene un individuo de
desarrollar alguna patologia y la fuerte relacion que existe entre este parametro
y el sindrome metabdlico.
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e Tabla 12. Valores de colesterol HDL.

Clasificacién niveles de HDL mg/dL
Optima de colesterol HDL =60
Niveles medios 45-59
Bajo nivel <40

Tomado de American Association of Clinical Endocrinogist, 2002. Los valores de
colesterol de las HDL considerados recomendables para los hombres son iguales o
superiores a 40 mg/dL y para las mujeres, son iguales o superiores a 50 mg/dL.

Anexo 2. Tabla 13 Equilibrio de Hardy-Weinberg. (POBLACION ESPERADA)

Poblacion N131N N131S S131S pP*
Mestiza 510 (506) | 216 (222) | 28 (24) 0.392
Mayas 62 (61) 22 (23) 3(2) 0.553
Coras 70 (68) 34 (37) 7 (5) 0.310
*. P de Pearson; entre paréntesis es la poblacion esperada, fuera de estos es la poblacion
observada.

Anexo 3. Tratamiento (No farmacol6gico) de los pacientes con bajos niveles de
C-HDL

Las perspectivas terapéuticas estan dirigidas a aumentar los niveles de colesterol HDL; la

clave reside, en las modificaciones terapéuticas del estilo de vida:

a) Suspensiéon del tabaguismo y de cualquier farmaco que afecte el perfil de
lipidos: El consumo crénico de tabaco es una de las causas mas frecuentes de
colesterol HDL bajo. La reducciéon en el consumo de bebidas alcohdlicas permite
disminuir la concentracion de los triglicéridos séricos.

b) Pérdida de peso: La pérdida de peso resulta en disminucién de la concentracion de
colesterol total, triglicéridos y apo-B.

c) Tratamiento dietético: Debe aportar la cantidad adecuada de calorias para alcanzar
0 mantener el peso ideal.
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Tabla 14. Distribucidon de nutrimentos en tratamiento dietético de HDL bajas.

Nutrimento Porcentaje
Carbohidratos 50-60 %
Grasas 25-35 %

- Grasas saturadas <7%

- Grasas mono-insaturadas 20%

- Grasas poli-insaturadas 10%
Proteinas 15-20 %
Colesterol < 200 mg/d
Fibra soluble 20-30 g/d

(Tomado de Aguilar et al., 2000)

Los nutrimentos que tienen mayor impacto sobre la concentracidon de colesterol LDL son
las grasas saturadas; los que afectan la concentracion de triglicéridos son las grasas
saturadas poli-insaturadas, y los azlcares simples. Una ingestién alta de hidratos de
carbono puede favorecer la hipertrigliceridemia y un posible descenso de las HDL

d) Ejercicio. Es uno de los componentes mas importantes del tratamiento no
farmacologico. Los ejercicios més recomendados para ser realizados en personas con
esta patologia (o algunas asociadas como la obesidad, hipertension arterial y
cardiopatia isquémica) son los aerdbicos como; caminar rapido, trotar, nadar, o montar
bicicleta; por consumir mayor cantidad de energia y crear menos productos de
desechos nocivos al organismo (como el acido lactico), ya que utilizan como fuente de
energia los carbohidratos y lipidos, para obtener estos beneficios, se recomiendan de
20 a 30 minutos de ejercicio al menos tres veces por semana.
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Anexo 4. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

CONTRIBUCION DE LAS VARIANTES ALELICAS FUNCIONALES GENETICAS
EN LA VARIACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LAS LIPOPROTEINAS
DE ALTA DENSIDAD (HDL)

Yo con No de

Registro declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el proyecto para

estudiar los genes del metabolismo de las HDL, que se llevara a cabo en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran. También es de mi conocimiento que puedo
retirarme de este estudio en cualquier momento si asi lo deseo. En caso que decidiera retirarme, la
atencién que recibo como paciente no se vera afectada.

Me queda claro también que se hara una medicidn en sangre, para determinar el polimorfismo del
gen de ABCA1l y algunas variables metabdlicas como: Glucosa, Hemoglobina glucosilada,
Insulina, Colesterol total, Triglicéridos, Colesterol HDL y LDL, Apo A-l y Apo B; y que se
tomaran algunas medidas antropométricas como peso, estatura, circunferencia abdominal y de
cadera.

Se realizard una puncion venosa de 45 ml, por una persona capacitada. Entiendo que la muestra
de sangre que done para el proyecto servirAd para estudiar los genes que pudieran estar
relacionados con el metabolismo del colesterol, principalmente de las HDL.

El investigador principal se ha comprometido a responder dudas acerca de los procedimientos que
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.

Se me ha explicado que esto no representa un riesgo adicional para mi salud. También se me ha
explicado que en el futuro, este estudio podria ayudar a identificar posibles blancos terapéuticos
para prevenir o mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedad cardiovascular.

Estoy consciente de que los resultados de la investigacion son confidenciales y que se contestaran

todas las dudas que pueda tener sobre el estudio.

Firma del Paciente

Firma del Investigador

Testigo 1 (firma)

Testigo 2 (firma)

México, D. F. a de del
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