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RESUMEN

Aunque la proteina ABCA1 (por sus siglas en inglés ATP-binding cassette
transporter A1) es conocida por su funcién en el eflujo de colesterol y la
formacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL), se expresa en una gran
variedad de tejidos donde podria tener diferentes funciones. Puesto que la
hipoa-lipoproteinemia (niveles sérico bajos de HDL) tiene una alta prevalencia
en México, se analiz6é la secuencia del gen ABCA17 en individuos mestizos
mexicanos con los niveles mas altos y mas bajos de HDL de la poblacion, con
el fin de identificar variantes funcionales. Se encontré una variante no sinénima
(R230C) que fue muy frecuente en los individuos con niveles bajos de HDL,
pero no en aquéllos con niveles altos de HDL (P=0.00006). Por este motivo se
analizo la frecuencia de esta variante en mestizos mexicanos de la poblacion
general de la Ciudad de México, buscando posibles asociaciones con otros
rasgos metabolicos. Se identificaron los genotipos R230C en 429 mestizos
mexicanos utilizando sondas Tagman, encontrandose la variante en el 20.1%
de ellos, con una frecuencia alélica de 10.9%. La variante R230C mostrd
asociacion estadisticamente significativa no sélo con niveles séricos bajos de
HDL-colesterol y apolipoproteina A-l, sino también con obesidad (RM=2.527,
P=0.005), sindrome metabdlico (RM=1.893, P= 0.0007) y diabetes mellitus tipo
2 (RM=4.527, P=0.003). Estas asociaciones no perdieron su significancia aun
después de ajustar por mezcla étnica (P=0.011, P=0.001 y P=0.006,
respectivamente). La variante R230C habia sido previamente descrita como
una mutacion en un indigena canadiense Qiji-Cree con hipoa-lipoproteinemia y
no ha sido encontrada en las poblaciones caucasica, africana o asiatica. Por
este motivo se buscd esta variante en 37 individuos yaquis, 67 teneek, 35
purépechas y 40 mayas, encontrandose frecuencias alélicas significativamente
maés altas que en la poblacién mestiza mexicana (17.9 a 28.8%; p < 0.01). Este
es el primer estudio que reporta la asociacion de una variante del gen ABCA1
con obesidad y sus comorbilidades, la cual parece tener un caracter ancestral y

es epidemioldégicamente relevante en la poblacion mexicana.
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ABSTRACT

Although the ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) is well known for its
role in cholesterol efflux and HDL formation, it is expressed in various tissues
where it may have different functions. Because hypoa-lipoproteinemia is highly
prevalent in Mexico, we screened the ABCA1 coding sequence in Mexican
individuals with low and high HDL cholesterol levels to seek functional variants.
A highly frequent nonsynonymous variant (R230C) was identified in low—HDL
cholesterol but not in high—-HDL cholesterol individuals (P=0.00006). We thus
assessed its frequency in the Mexican-Mestizo general population, seeking
possible associations with several metabolic traits. R230C was screened in 429
Mexican Mestizos using Tagman assays, and it was found in 20.1% of these
individuals. The variant was significantly associated not only with decreased
HDL-cholesterol and apolipoprotein A-l levels but also with obesity (OR=2.527,
P=0.005), the metabolic syndrome (OR=1.893, P= 0.0007), and type 2 diabetes
(OR=4.527, P=0.003). All of these associations remained significant after
adjusting for admixture (P=0.011, P=0.001, and P=0.006, respectively). The
R230C variant was previously described as a mutation in an Qji-Cree individual
with hypoa-lipoproteinemia and has not been found in Caucasian, African or
Asian populations. For this reason this variant was genotyped in 37 Yaqui, 67
Teneek, 35 Purepecha and 40 Mayan individuals, who showed significantly
higher allele frequencies (17.9 to 28.8%) as compared to Mexican mestizos
(10.9%; p < 0.01). This is the first study reporting the association of an ABCA1
variant with obesity and obesity-related comorbidities, which seems to be an

ancestral marker and is epidemiologically relevant in the Mexican population.
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I. INTRODUCCION

I.1 Generalidades

El colesterol es fundamental en la biologia de las células animales. En
primer lugar, se distribuye por toda la membrana plasmatica modulando su
fluidez, ademas de concentrarse en microdominios especializados ricos en
esfingolipidos llamados “rafts” o balsas lipidicas y caveolas (Anderson, 1998).
Estos microdominios contienen una variedad de moléculas de senalizacion,
cuya actividad normal depende de un equilibrio en el contenido de colesterol,
por lo que su papel es fundamental en varias funciones bioldgicas. El colesterol
también es indispensable en la etapa embrionaria, siendo tan importante que
los trastornos causados por errores innatos en la biosintesis del colesterol se
caracterizan por dismorfogénesis de mdltiples 6rganos (Yu y Patel, 2005).
Recientemente se demostré que el colesterol puede modular la actividad de las
proteinas “Hedgehog”, que actuan como morfégenos regulando la adecuada
formacion de muchas estructuras embrionarias, incluyendo las extremidades
(Lewis et al., 2001; Gofflot et al., 2003). EI colesterol es ademas substrato para
la produccion de hormonas esteroides con multiples funciones en el organismo
y probablemente tenga muchas mas funciones aun no conocidas (Oram y
Heinecke, 2005).

La biosintesis de colesterol puede llevarse a cabo en todas las células
somaticas, aunque en animales vertebrados el principal sitio de sintesis es el
higado. En cambio, el catabolismo del colesterol se encuentra muy limitado en
la mayoria de las células periféricas y tiene que ser transportado al higado para
ser convertido en acidos biliares y ser excretado. Asi, parece ser que el
colesterol es una molécula muy valiosa por lo que evolutivamente nuestro
organismo se prepard para manejar su escasez, pero no lo hizo de manera tan
eficiente para manejar su exceso (Yokohama, 2006). Por lo tanto, la capacidad
de las células somaticas para liberar colesterol en exceso hacia el plasma es

fundamental para su homeostasis, tanto a nivel celular como a nivel sistémico.
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Esta dificultad para manejar el exceso de colesterol ha cobrado una gran
importancia, debido a los cambios en la alimentacion y en el estilo de vida,
principalmente en poblaciones occidentales (Kuller, 2006). Como consecuencia,
ha aumentado dramaticamente la incidencia de enfermedades en las que el
metabolismo del colesterol juega un papel importante, como la obesidad, el
sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo 2, la aterosclerosis y la
cardiopatia isquémica. A pesar de los grandes avances en la prevencion y el
tratamiento de la aterosclerosis y la cardiopatia isquémica, estas enfermedades
siguen siendo las principales causas de muerte en paises desarrollados y
también en México (American Heart Association, 2005; Estadisticas de
Mortalidad en México, Salud Publica 2002; Murray y Lopez, 1997).

I. 2 Colesterol Plasmético

En el ser humano, aproximadamente el 66% del colesterol plasmatico se
encuentra unido a particulas transportadoras llamadas lipoproteinas de baja
densidad (LDL), siendo una fuente de colesterol tanto para las membranas
celulares como para la sintesis de hormonas esteroideas. El receptor hepatico
para las LDL es responsable de la depuracion de la mayoria de las particulas
de LDL-colesterol en plasma. El tercio restante del colesterol plasmatico se
encuentra en las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Aunque estas particulas
tienen multiples funciones, la mas estudiada es la de eliminar el exceso de
colesterol celular y transportarlo desde los tejidos periféricos hacia el higado,
para ser eliminado a través de la bilis. Este proceso se conoce como transporte
reverso del colesterol (Fielding y Fielding, 1995; Oram y Yokoyama, 1996).

I. 3 Transporte Reverso del Colesterol

El transporte reverso del colesterol es el proceso por el cual el colesterol
que se encuentra en las células periféricas es transportado hacia el higado para
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ser eliminado por via biliar (Figura 1). El paso mas importante de este proceso
parece ser la salida de colesterol de la célula, para lo cual se han propuesto dos
mecanismos (Yokoyama, 2006):

1) El eflujo de colesterol inespecifico desde la superficie celular por un
intercambio fisicoquimico entre la membrana celular y moléculas
aceptoras extracelulares.

2) El eflujo de colesterol mediado por la proteina transmembranal ABCA1
(ATP-Binding Cassette Transporter A1), que inicia con la interaccion de
ABCAT1 y la apolipoproteina A-l, (apoA-l). Esta apolipoproteina funciona
como aceptora del colesterol, promoviendo el eflujo de colesterol y
fosfolipidos hacia las HDL nacientes. EIl colesterol es rapidamente
esterificado por la enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), la
cual transforma al colesterol en una molécula mas hidrofdbica. De esta
manera, los ésteres de colesterol abandonan la superficie de la
lipoproteina para situarse en el interior de la particula, aumentando su
tamafio y formando particulas de HDL maduras. EI colesterol
esterificado puede ser intercambiado por triglicéridos presentes en
lipoproteinas que contienen apolipoproteina B-100, principalmente las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia
(IDL). Este intercambio es facilitado por la proteina transferidora de
ésteres de colesterol (CETP). Las particulas de HDL pueden unirse al
receptor basurero B-I (SR-BI), el cual reconoce a las HDL maduras.
Estas particulas son captadas por el higado para su posterior excrecion
(Tall y Wang, 2000).
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Figura 1: El transporte reverso del colesterol: inicia con la interaccion de ABCA1 y la
apolipoproteina A-l, (apoA-l), molécula aceptora del colesterol, promoviendo el eflujo de colesterol
libre (CL) y fosfolipidos hacia las HDL nacientes. La enzima lecitina-colesterol aciltransferasa
(LCAT) convierte al CL en colesterol esterificado (CE), que es mas hidrofébico y se situa en el
interior de la particula formando HDLs maduras. La proteina transferidora de ésteres de colesterol
(CETP) permite el intercambio de CE por triacilgliceroles en lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B-100 [lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia (IDL)].
Las particulas de HDL pueden unirse al receptor basurero B-I (SR-BI) en el higado, el cual
reconoce a las HDL maduras y permite su excrecion por via digestiva. Otras enzimas hidrolizan
triglicéridos y/o fosfolipidos en diferentes particulas lipoproteicas, transfiriendo o intercambiando
estos lipidos con ofras lipoproteinas (LPL: lipasa lipoproteica; PLTL: proteina transferidora de

fosfolipidos; LH: lipasa hepatica; LE: lipasa endotelial).
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I. 4 Niveles Plasméticos de HDL-Colesterol (HDL-C) como Factor Anti-
aterogénico.

Estudios epidemioldgicos prospectivos han demostrado que existe una
relacion inversa entre los niveles plasmaticos de HDL-C y la incidencia de
enfermedad arterial coronaria (EAC). De hecho, el factor de proteccién mas
poderoso para la cardiopatia isquémica independiente de los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), son los niveles plasmaticos altos de HDL-
C (NCEP 2002; Gordon et al., 1989; Genest et al., 1999; Genest et al., 2003).
Los individuos con niveles de HDL-C entre 6 y 7 mg/dL mayores al promedio
tienen un riesgo 20 al 27% menor de presentar EAC, calculandose que un
incremento de 1 mg/dL de HDL-C puede reducir el riesgo de EAC en un 2 al
3%, independientemente de los niveles plasmaticos de LDL-C (Gotto y Brinton,
2004). En un estudio a gran escala que incluyd a mas de 15,000 adultos
mexicanos, se encontré que alrededor del 50% de esta poblacion presenta
hipoa-lipoproteinemia, definido como niveles de HDL-C < 35 mg/dl (Aguilar-
Salinas et al., 2001).

La propiedad antiaterogénica mas conocida de las HDL tiene que ver con
su papel preponderante en el transporte reverso del colesterol. Sin embargo,
las HDL también tienen propiedades antioxidantes, antinflamatorias,
antitrombdticas, ademas de mejorar la funcion endotelial y reducir la retencion
de lipoproteinas en las arterias (Ansell et al., 2005). Algunos estudios recientes
han demostrado que el incrementar los niveles de HDL no sélo previene la
aterosclerosis, sino que incluso la puede revertir (Meyers y Kashyap, 2004;
Duffy y Rader, 2006; Packard, 2006). Aun mas, las particulas de HDL tienen la
capacidad de proteger directamente el miocardio isquémico de la lesion por
reperfusion in vivo (Theilmeier et al., 2006). Por lo tanto, actualmente los
esfuerzos terapéuticos para prevenir o revertir la aterosclerosis se han enfocado

en buscar estrategias que incrementen los niveles plasmaticos de HDL-C.
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I.5 Heredabilidad de los Niveles Plasméaticos de las HDL-C.

Se sabe que los niveles plasmaticos de HDL-C son un rasgo complejo,
que resulta de la interaccion de numerosos factores ambientales y variantes
alélicas de muchos genes. En la mayoria de los estudios realizados en gemelos
monocigotos, se ha encontrado que entre 40-60% de la variacion en los niveles
de las HDL-C esta determinada geneticamente (Peacock et al., 2001),
existiendo evidencia de que mas de 50 diferentes genes podrian participar en la
regulacion de este rasgo fenotipico (Wang y Paigen, 2005). Por otro lado, se
conocen algunos factores fisiolégicos y ambientales que disminuyen los niveles
de HDL-C, como los niveles altos de triglicéridos (Gofman et al., 1954), la
resistencia a la insulina (Reaven 1988) y el tabaquismo (Garrison et al., 1978);
asi como factores que incrementan los niveles de HDL-C como el consumo
moderado de alcohol (Castelli et al.,, 1977) y el ejercicio (Durstine y Haskell,
1994). Hay evidencia de que menos del 50% de la variacion tanto inter como
intraindividual en los niveles de HDL-C se puede explicar por estos factores de
prediccion establecidos (Jeffs et al., 2006). Asi, aun falta mucho por entender
sobre los factores genéticos, ambientales y las interacciones entre estos

factores que regulan los niveles plasmaticos de las HDL-C.

I. 6 Estrategias para Identificar Genes que Regulan los Niveles
Plasmaticos de HDL-C.

Se han utilizado basicamente dos estrategias para buscar genes que
regulan los niveles de HDL-C en diferentes poblaciones: 1) el estudio de genes
candidatos conocidos por tener un papel en el metabolismo de las HDL-C y 2)
el escrutinio de todo el genoma para buscar nuevos genes mediante el analisis
de loci para rasgos cuantitativos (QTLs por sus siglas en inglés “quantitative
trait loci”). Al identificar variantes polimoérficas de estos genes, se busca
confirmar su participacion en el rasgo fenotipico mediante estudios de
asociacion caso-control. Aunque los estudios de asociacion han permitido
confirmar de manera irrefutable la participacion de alrededor de 50 genes y sus
variantes alélicas en diferentes enfermedades multifactoriales como la diabetes
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mellitus tipo 2 y la obesidad (loannidis et al., 2003; Lohmueller et al., 2003),

esta estrategia tiene limitaciones que deben tomarse en cuenta:

1. Los resultados de estos estudios de asociacién suelen diferir de acuerdo a la
poblacion estudiada (Singaraja et al., 2003; Knoblauch et al., 2004; Tregouet
et al., 2004).

2. En poblaciones genéticamente heterogéneas como la nuestra, pueden dar
resultados falsos positivos 0 negativos si existe estratificacion de la poblacién
(Hinds et al., 2004; Ziv y Burchard, 2003).

3. Si el alelo en estudio tiene una baja frecuencia y/o un efecto relativamente
pequefio, se necesitan muestras demasiado grandes (decenas de miles de
casos Yy controles) para tener un poder estadistico adecuado, pudiendo dar

resultados falsos negativos (Wang et al., 2005).

El papel de muchos de los genes candidatos en la regulacion de los
niveles de HDL-C no ha sido estudiado. Es posible que varios de estos genes
tengan un efecto pequefio, contribuyendo de manera minima, dependiendo
ademas de su interaccidén con otros genes y con el medio ambiente. Por esto,
entender la complejidad de las relaciones fenotipo-genotipo-ambiente es todo
un reto. Las interacciones entre variantes genéticas y variaciones ambientales
son la principal causa de diferencias interindividuo en el metabolismo de lipidos,
ademas de que estas interacciones son dinamicas y cambian a lo largo de la
vida del individuo. Este hecho constituye el principal obstaculo para los

estudios que buscan correlacionar fenotipos con genotipos (Sing et al., 2003).

A pesar de estas limitaciones, se ha confirmado la participacion de cerca
de 10 de estos genes en la regulacion de los niveles de HDL-C en humanos
(Wang y Paigen, 2005). Casi todos ellos son responsables de enfermedades
mendelianas que cursan con alteraciones en los niveles de HDL-C y participan
en el transporte reverso del colesterol. Multiples estudios tanto en humanos

como en modelos animales han demostrado que el gen ABCA1 es el principal
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determinante de los niveles plasmaticos de HDL (Aiello et al., 2003; Attie et al.,
2001; Oram y Heinecke, 2005).

I. 7 ABCA1l

El gen ABCAT1 es responsable de la enfermedad de Tangier, una entidad
autosoOmica recesiva poco frecuente que cursa con niveles muy bajos de HDL-C
(< 5 mg/dL), formacion de depdsitos de colesterol en macréfagos tisulares y en
otros tejidos, asi como un riesgo alto de EAC prematura, (Rust et al., 1999;
Bodzioch et al., 1999; Brooks-Wilson et al., 1999). Los heterocigotos cursan con
una enfermedad mas leve conocida como hipoa-lipoproteinemia familiar, con

herencia autosémica dominante.

El gen tiene 147,153 pares de bases y 50 exones. Codifica para una
proteina de membrana dependiente de ATP de 2261 aminoacidos, cuya funcion
es transportar principalmente colesterol y fosfolipidos a través de membranas.
El eflujo de colesterol dependiente de ABCA1 se da hacia apolipoproteinas con
bajo o nulo contenido lipidico. En cambio, las apolipoproteinas con mayor
contenido lipidico (como las particulas maduras de HDL) promueven el eflujo de
colesterol por otros mecanismos, incluyendo la difusion pasiva, la interaccion
con SR-B1 y la actividad de otros transportadores como ABCG1 y ABCG4
(Oram y Heinecke, 2005).

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas ABC (por sus siglas en
inglés ATP- binding cassette), que utilizan ATP para generar la energia
necesaria para transportar metabolitos a través de membranas. Esta formada
por 2 mitades con estructura similar (Fitzgerald et al., 2001). Cada mitad tiene
un dominio transmembranal con seis hélices y un dominio de unién a
nucledtidos, que contiene 2 regiones peptidicas Walker A y Walker B
conservadas en muchas proteinas que utilizan ATP, ademas de una region
Walker C que es propia de las proteinas ABC (Figura 2). Se predice que el

extremo amino terminal de la proteina ABCA1 esta orientado hacia el citosol y
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que existen 2 asas extracelulares grandes, altamente glicosiladas, unidas entre
si por uno o0 mas enlaces entre residuos de cisteina (Bungert et al., 2001; Dean
et al., 2001). Enla célula, la proteina ABCA1 se encuentra predominantemente
en forma de homodimeros ensamblados en el reticulo endoplasmico, en los que
los extremos C-terminales se encuentran muy proximos (Trompier et al., 2006).
Estas estructuras diméricas pueden transformarse a estructuras de mayor
orden como tetrameros durante el ciclo catalitico de ATP de la proteina. Se ha
sugerido que los tetrameros de ABCA1 son la estructura funcional minima
requerida para la lipidacion de particulas de apoA-I (Denis et al., 2004).

Asas extracelulares

Citoplasma

Valker A

Walker B

10

Walker C

Figura 2: La proteina ABCA1 se encuentra formada por 2 mitades con estructura similar, cada
una con un dominio transmembranal (compuesto por seis hélices indicadas en rojo) y un dominio
de unién a nucledtidos (NBD por sus siglas en inglés “nucleotide binding fold”). Cada NBD
contiene 2 regiones peptidicas llamadas Walker A y Walker B (conservadas en muchas proteinas
que utilizan ATP) y una region Walker C que es propia de las proteinas ABC.
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Recientemente, Vedhachalam et al. (2007) propusieron un modelo que
integra los hallazgos experimentales de varios grupos, segun el cual la
interaccion inicial de apoA-I con ABCA1 estabiliza a la proteina ABCA1 en la
membrana plasmatica. Esta estabilizacion activa la translocacién de
fosfolipidos por parte de ABCA1 hacia la capa externa de la membrana,
creando una diferencia en la densidad de fosfolipidos en ambas capas de la
misma. Esta diferencia de densidad crea tension en la membrana, la cual forma
dobleces y dominios lipidicos exovesiculados para relajar dicha tension. Estas
exovesiculaciones crean espacios entre los grupos polares de fosfolipidos por
los que pueden penetrar las hélices a de las apolipoproteinas, permitiendo la
union de apoA-l a estos dominios con una alta afinidad. La acumulacion de
moléculas de apoA-l en los defectos formados por espacios en la superficie de
la bicapa de lipidos causa desestabilizacion y rearreglos en la membrana,
llevando a la formacion de complejos apoA-I/lipidos (HDL-C nacientes), proceso
conocido como “solubilizacién” de la membrana. Las particulas de HDL
discoidales formadas pueden tener 2, 3 6 4 moléculas de apoA-l, diferentes

tipos de fosfolipidos membranales y colesterol (Figura 3).

I. 8 Regulacion del Gen ABCA1

La regulacion del gen y la proteina ABCA1 es un proceso tejido-especifico
muy complejo que aun no se entiende del todo. Esta regulacion ocurre a
diferentes niveles:

1) Regulacién de la Expresion. La expresion de ABCA1 esta regulada
por una red transcripcional altamente sofisticada, mediada en parte por diversos
grupos de factores de transcripcion como los PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptors), los receptores nucleares hepaticos (LXRa y LXRB) y el
receptor nuclear retinoide (RXR) (Schmitz y Langmann, 2005). Se han
encontrado transcritos alternativos, algunos de los cuales son inducidos por una
dieta rica en grasas solamente en algunos tipos celulares (Singaraja et al.,

2005). En algunos tejidos como el higado existe evidencia de regulacion tejido
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especifica, por la formacion de dimeros de las proteinas LXR y SREBP2 que

activan la transcripcion de ABCA1 (Tamehiro et al., 2007).

Espacio Extracelular
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Figura 3: Formacion de particulas de HDL por la accién de ABCA1. ApoA-l estabiliza a la proteina
ABCA1 en la membrana plasmatica, activando la translocacion de fosfolipidos hacia la capa externa
de la membrana. Esto causa una diferencia de densidad de fosfolipidos en las capas membranales
(Paso 1). La tension es relajada al formarse dominios lipidicos exovesiculados en la membrana, lo
cual crea espacios entre los grupos polares de los fosfolipidos permitiendo la interaccién de las o-
hélices de las apolipoproteinas con los dominios lipidicos (Paso 2). La acumulacion de moléculas de
apoA-l en la bicapa de lipidos causa desestabilizacion y rearreglos en la membrana, que llevan a la
formacion de complejos apoA-l/lipidos (HDL-C nacientes), proceso conocido como “solubilizacion” de

la membrana (Paso 3). (Figura modificada de Vedhachalam et al., 2007).
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Una sobrecarga de colesterol en la célula induce la transcripcion de
ABCA1 mediante la activacion de los receptores nucleares hepaticos X (LXRa
y/o LXR) y el receptor nuclear retinoide X (RXR) (Costet et al., 2000; Schwartz
et al., 2000). Las proteinas LXR y RXR forman heterodimeros obligados que se
unen preferentemente a elementos de respuesta localizados en el promotor y el
primer intron de ABCA1. Los oxiesteroles y el acido retinoico se unen a LXR y
RXR, respectivamente (Repa y Mangelsdorf, 1999). La unién de uno o ambos
ligandos puede activar la transcripcion. Otros metabolitos lipidicos también
pueden modular la expresion de ABCA17 a través del sistema LXR, como por
ejemplo los &acidos grasos poliinsaturados que antagonizan la unién de
oxiesteroles a elementos de respuesta presentes en el gen LXRa,
potencialmente interfiiendo con el efecto inductor de los esteroles sobre
ABCAT1 (Uehara et al., 2002).

2) Regulacion Post-transcripcional. En ausencia de inductores de
ABCA1 y de apolipoproteinas, el RNAm y la proteina son rapidamente
degradados (Wang y Oram, 2002). Existen muchos factores metabdlicos que
modulan la velocidad de degradacién de la proteina ABCA1 ya sea por el
sistema de calpainas o por otros procesos, entre ellos:

« Apolipoproteinas. La interaccion con apolipoproteinas reduce
drasticamente la velocidad de degradacién de ABCA1 (Wang et al,,
2003). Esto funciona como un mecanismo de retroalimentacion para
aumentar los niveles de ABCA1 cuando existen aceptores lipidicos
disponibles.

. Acidos grasos libres. Los &cidos grasos libres mono, di y poliinsaturados
desestabilizan directamente a la proteina ABCA1 en células en cultivo
(Wang et al., 2004). Es probable que en la mayoria de las células con
alto contenido de colesterol in vivo y donde la expresién de ABCA1 es
inducida por esteroles que activan a LXR, la exposicién a acidos grasos
tanto saturados como insaturados disminuyan el eflujo de colesterol al
reducir los niveles de ABCA1 (Wang y Oram 2002). Aparentemente, los
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acidos grasos afectan la estabilidad de ABCA1 a través de una via de
sefializacion mediada por la activacion de la fosfolipasa D2 y la
fosforilacion de ABCA1 (Wang y Oram 2005).

« Colesterol libre. La acumulacién de colesterol libre en el reticulo
endoplasmico induce apoptosis in vitro (Feng et al., 2003). Esta
condicion también desestabiliza la proteina ABCA1, posiblemente al
incrementar su degradacion por los proteosomas (Feng y Tabas, 2002).
Por lo tanto, la disminucion de la capacidad de ABCA1 para promover el
eflujo de lipidos en los macréfagos podria potenciar los efectos dafiinos
del colesterol libre.

« Productos terminales de glucosilacién avanzada. Estos productos son
generados durante el metabolismo de la glucosa y la glucoxidacién de
proteinas, afectando de manera importante la funcion de ABCA1,
probablemente al dafiar a la proteina. En trastornos como la diabetes
mellitus, estos productos se producen en exceso, pudiendo disminuir los

niveles séricos de HDL-C en estos pacientes (Passarelli et al., 2005).

3) Regulacion del recambio proteico. El recambio de ABCA1 podria
ser un factor importante en la modulacion de los niveles y la funcion de ABCA1.
Esta proteina se recicla rapidamente entre la membrana plasmatica y los
compartimentos endosomales/lisosomales tardios (Neufeld et al., 2001; 2004).
Parece ser que la interaccién de diferentes proteinas con el dominio carboxilo
terminal de ABCA1 tiene un papel importante en este recambio. Estas
proteinas forman complejos multiméricos que frecuentemente son mediadores
de interacciones del citoesqueleto y de recambio proteico (Kim et al., 1995).
Como ejemplo, la a1-sintrofina se une a ABCA1, estabiliza la proteina y
aumenta el eflujo de colesterol en células cultivadas (Munehira et al., 2004);
mientras que la sintaxina 13 aparentemente estabiliza a la proteina ABCA1 al

modular su transporte en vesiculas (Bared et al., 2004).
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I. 9 Funcién de ABCA1 en Diferentes Estirpes Celulares y Funciones In
Vivo.

ABCA1 se expresa ampliamente en una gran variedad de tejidos, en
donde podria tener muy diversas funciones que aun no se conocen. La funcién
mas conocida de ABCA1 es la de promover el eflujo de colesterol y fosfolipidos
a través de membranas, asi como la formacién de HDLs. Estudios en el
modelo de ratén han mostrado que el intestino delgado y el higado son los
principales formadores de HDLs séricas, siendo ambos tejidos también sitios de
produccion de apoA-l. Sin embargo, aunque la funciéon de ABCA1 en
macrofagos no contribuye a los niveles de HDL-C plasmaticos, es fundamental
para evitar la formacion de células espumosas y depdsitos de colesterol en las
arterias, previniendo la aterosclerosis y la cardiopatia isquémica.
Recientemente se ha encontrado evidencia de que ABCA1 participa en otros
procesos muy diferentes, como la endocitosis, la apoptosis, el trafico vesicular
y muy recientemente en mecanismos de exocitosis de proteinas que carecen de
secuencia sefal en el extremo amino terminal (Hamon et al., 2000; 2006; Zha et
al., 2003; Neufeld et al., 2004; Schmitz y Schambeck, 2006; Omer et al., 2006).

El analisis de los patrones de expresion muestra que existen varios
tejidos con altos niveles de expresién de ABCA7 que no parecen estar
afectados en la enfermedad de Tangier, como el rifion y el pulmoéon (Oram y
Heinecke, 2005). Es posible que en estos tipos celulares existan otras
proteinas transportadoras que compensan la falta de funciéon de ABCAT1.

De esta manera, es bien conocida la funcion de ABCA1 en algunos
tipos celulares, mientras que en otros apenas se empieza a conocer. A
continuacion se describen hallazgos sobre la funciéon de ABCA1 in vivo en

algunos organos vy tejidos:

Higado
En un modelo de ratén con inactivacion del gen ABCA1 exclusivamente

L/~L

en células hepaticas, los ratones ABCAT~ presentaron niveles plasmaticos
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de HDL-C de tan solo el 17% de los ratones controles, demostrando que el
higado es la fuente mas importante de particulas de HDL en plasma. En este
modelo también se demostré que el ABCA1 hepatico es critico para mantener la
circulacién de particulas de HDL maduras por lipidacion directa de particulas de
apoA-l con pobre contenido lipidico, evitando su catabolismo por el rifién y

prolongando su vida media en plasma (Timmins et al., 2005).

Intestino

El intestino delgado es otra fuente importante de biogénesis de las
HDL, aunque su contribucion es menor a la del higado. Otro estudio en un
modelo de ratdn con inactivacién especifica del gen ABCA17 en el intestino,
demostré que este organo contribuye aproximadamente al 30% de las
particulas de HDL en plasma (Brunham et al., 2006). Aunque inicialmente se
pensé que en el enterocito ABCA1 contribuia a disminuir la absorcion de
colesterol de la dieta al transportar colesterol hacia el lumen intestinal,
actualmente se sabe que esta funcién la cumplen las proteinas ABCG5 y
ABCGS8 (Graf et al., 2002; Lee et al., 2001). En células derivadas de intestino
(Caco-2) se encontroé que ABCA1 se localiza en la membrana basolateral, como
ocurre con otras células polarizadas (Field et al., 2004; Igbal et al., 2003;
Ohama et al., 2002). En un modelo de gallina se observd que la ausencia de
ABCA1 suprimio la secrecion de colesterol del lado basolateral del intestino,
pero no afecté la reduccion de la absorcién de colesterol inducida por agonistas
LXR (Mulligan et al., 2003). Por lo tanto, parece que la funcién de ABCA1 en el
enterocito es generar particulas de HDL que transportan el colesterol obtenido a

través de la dieta hacia el higado.

Macréfagos

Los macréfagos son “fagocitos profesionales”, engullendo a células
muertas (con alto contenido de colesterol), lipoproteinas modificadas y otros
detritus celulares (Rader y Pure, 2005), por lo que probablemente este tipo de
células sea el interna la mayor cantidad de colesterol en un organismo. El
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eflujo de colesterol de células de la pared arterial es el mas relevante para
prevenir el desarrollo de la aterosclerosis, ya que la falta de ABCA1 en
macrofagos lleva a la acumulacion de lipidos y la formacion de células
espumosas (Cuchel y Rader, 2006). Un hallazgo interesante es que los
macrofagos carentes de ABCA1 también muestran una mayor respuesta a
diversos factores quimiotacticos, indicando que la presencia de células
espumosas en la pared arterial probablemente no sea el Unico mecanismo por

el que la deficiencia de ABCA1 acelera la aterosclerosis (Francone et al., 2005).

Sistema Nervioso

Aproximadamente el 50% de los pacientes con enfermedad de Tangier
sufre neuropatia (Serfaty-Lacrosniere et al., 1994), que puede ser de dos tipos:
a) una neuropatia parecida a la siringomelia con pérdida progresiva de las
funciones sensoriales y motoras de la parte superior del cuerpo; y b) neuropatia
periférica, con pérdida remitente de las funciones sensoriales y/o motoras
periféricas (Pollock et al., 1983; Pietrini et al., 1985). Las biopsias de nervio
periférico en estos individuos muestran pérdida neuronal y acumulacion de

lipidos en las células de Schwann (Schroder, 2001).

ABCA1 se expresa en astrocitos y microglia (Kim et al., 2006), siendo
particularmente abundante en células de Purkinje y en neuronas corticales
piramidales (Wellington et al., 2002). En la glia, ABCA1 facilita el eflujo de
colesterol hacia apoA-l y apoE, la principal apolipoproteina en el cerebro. En
modelos animales la deficiencia de ABCA1 causa acumulacién de lipidos tanto
en astrocitos como en microglia, causando hipercatabolismo y disminucién de
los niveles de apoE en el cerebro (Wahrle et al., 2004). Por su papel en la
homeostasis de lipidos y el metabolismo de apoE, diversos autores han
buscado asociar polimorfismos del gen ABCA71 con la enfermedad de

Alzheimer, con resultados inconsistentes (Wavrant-De Vrieze et al., 2007;
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Sundar et al., 2007; Kolsch et al., 2006; Rodriguez-Rodriguez et al., 2007; Li et
al., 2004).

Plaguetas

Los pacientes con enfermedad de Tangier tipicamente cursan con
trombocitopenia (Assman et al., 2000) y sus plaquetas responden de manera
diferente (mayor o menor) a diversos agentes agonistas en comparacién con las
plaguetas de individuos normales (Shastri et al., 1980; Vergani et al., 1984;
Harmon et al., 1986). Los ratones knockout ABCA1”” presentan diatesis
hemorragica leve, asi como anomalias visibles en el aparato de Golgi de las
plaquetas (Orso et al., 2000). Recientemente se comprobo que las plaquetas de
humanos expresan ABCA1, ademas de que la ausencia de esta proteina afecta
la formacion y liberacion de cuerpos densos y disminuye la capacidad de
respuesta de las plaquetas tanto a la colagena como a dosis bajas de trombina
(Nofer et al., 2004). Parece que esta falla en la respuesta a la colagena se
debe a una disfuncion de los cuerpos densos, que afecta la liberacion de
agonistas de los granulos delta durante el proceso de activacion plaquetaria.

La proteina ABCA1 interactia con moduladores del trafico vesicular
como la sintaxina-13 y juega un papel en trastornos lisosomales como el
sindrome de Chediak-Higashi. Se sabe que algunas mutaciones del gen
ABCAT1 alteran la regulacion del trafico vesicular del compartimiento trans Golgi
hacia la membrana plasmatica (Schmitz y Schambeck, 2006). Resulta de
particular interés el que un individuo con Sindrome de Scott (trastorno
hemorragico en donde las plaquetas no tienen capacidad de exponer
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica), presentaba una
mutacion en el gen ABCA1 (R1295Q) en forma heterocigota (Albrecht et al.,
2005). Puesto que la sobre-expresion del alelo normal complementd la

exposicion de fosfatidil-serina en linfocitos in vitro, se propuso que la mutacion
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contribuyo al fenotipo, pero que el paciente probablemente tenia una mutacion

en otro gen que actua en esta via.

Vesicula Biliar

La bilis es la principal ruta de eliminacion del colesterol. Durante la fase
interdigestiva, la bilis se concentra y puede quedar sobresaturada de colesterol
favoreciendo la litiasis vesicular. Las células epiteliales de la vesicula biliar
estan expuestas a la bilis por su lado apical, mientras que expresan ABCA1 en
su membrana basolateral, permitiendo el eflujo de colesterol hacia dicho lado de
la célula (Lee et al., 2002). Esto sugiere que en la vesicula biliar, ABCA1
funciona para reducir el contenido de colesterol biliar evitando la formacién de

litos.

Pulmén

ABCA1 se expresa también en varios tipos celulares del pulmoén. En los
neumocitos tipo Il, ABCAT es activado por la presencia de oxiesterol y participa
en el transporte basolateral del factor surfactante (Agassandian et al., 2004).
Los ratones knockout (ABCA1™") presentaron anomalias en la morfologia del
tejido pulmonar que aumentaron en frecuencia y severidad con la edad. Los
neumocitos tipo Il presentaron un aspecto espumoso, con cuerpos lamelares
aberrantes y macréfagos intra-alveolares (McNeish et al., 2000). En otro
estudio se observd que ratones con delecion homocigota del gen ABCAT1
presentan patologia focal del pulmén, anomalias en el contenido lipidico del
surfactante y proteinosis alveolar (indicativo de la pérdida de la integridad de la
membrana capilar alveolar). Estos ratones presentaron respiracion superficial y
taquipnea, lo cual contrasta con la falta de reportes de problemas respiratorios
en pacientes con enfermedad de Tangier. Es probable que en el humano
existan mecanismos de compensacion en la homeostasis de lipidos en el

pulmén (Bates et al., 2005).
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Testiculo

ABCAT1 se expresa abundantemente en las células de Sertoli, de Leydig
y en mucha menor cantidad en las células germinales. Los ratones con
delecion homocigota de ABCA1 presentaron acumulacion de lipidos en las
células de Sertoli, y disminucion de gotas con contenido lipidico (“lipid droplets”)
en las células de Leydig a los 2 meses de edad. A los 6 meses presentaron
niveles de testosterona intratesticular y cuentas espermaticas significativamente
menores a los observados en ratones controles. Ademas, la fertilidad de los
ratones ABCA1™) fue 21% menor a la de los controles (Selva et al., 2004).
Asi, ABCA1 tiene una funcion importante en el transporte de lipidos en las

células de Sertoli y en la fertilidad masculina en el raton.

La infertilidad no es un dato clinico reportado en la enfermedad de
Tangier, y varios estudios han reportado varones con enfermedad de Tangier
que tienen descendencia (Bodzioch et al., 1999; Brooks-Wilson et al., 1999;
Ishii et al., 2002; Hong et al., 2002). Sin embargo, no se sabe si estos
individuos puedan desarrollar degeneracion testicular y alteraciones en la
espermatogénesis al aumentar la edad, como ocurre en el modelo de raton
(Selva et al., 2004).

Retina

ABCA1 y APOA1 se expresan en la capa ganglionar, el epitelio
pigmentario de la retina, en los segmentos internos de los bastones
fotorreceptores del mono y en la retina neural humana (Tserentsoodol et al.,
2006). Puesto que los lipidos oxidados, particularmente los oxiesteroles,
pueden ser altamente citotdxicos, se ha sugerido que al regular el transporte de
lipidos y colesterol en las células del epitelio pigmentario de la retina, las HDL y
apoA-l podrian estar involucradas en la acumulacion patolégica de lipidos que
se asocia con la degeneracion macular dependiente de la edad (Ishida et al.,

2006). Recientemente se han asociado variantes alélicas de APOE y ABCA1
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con la susceptibilidad a desarrollar degeneracion macular dependiente de la
edad (Lakkaraju et al., 2007).

Adipocito

Aunque hay evidencia de que la regulacion de la expresion de ABCAT en
el adipocito es tejido especifica, se sabe poco sobre su funcion en este tipo
celular. Le Lay et al., (2003) encontraron que el gen ABCA1 es inducido de
manera muy importante durante la diferenciacion de pre-adipocitos 3T3-L1.
Esta induccién no causé cambios en el contenido total de colesterol en la célula,
pero si causé un cambio en su distribucion intracelular durante el proceso de
diferenciacion. Esto sugiere que el adipocito tiene poca capacidad para
remover colesterol de la célula, y que probablemente funcione como una

molécula de sefalizacion en este tipo celular.

I. 10 Variabilidad del Gen ABCAL1.

Si bien las mutaciones que suprimen la funcién del gen son raras,
ABCAT1 es un gen con una gran cantidad de polimorfismos, reportandose hasta
el momento mas de 850 diferentes polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
en el gen ABCA1 humano. Mdltiples estudios han buscado asociaciones de
SNPs de ABCA1 con los niveles de HDL-C y/o la presencia de aterosclerosis en
diferentes poblaciones con resultados inconsistentes (Cenarro et al. 2003;
Evans et al., 2003; Singaraja et al., 2003; Harada et al., 2003; Tan et al., 2003;
Srinivasan et al., 2003; Shioji et al., 2004; Tregouet et al., 2004; Yamakawa-
Kobayashi et al., 2004; Benton et al., 2007). Hasta el momento, solamente 2
estudios han analizado los efectos funcionales de diferentes SNPs in vitro
(Brunham et al., 2005; Kyriakou et al., 2007), demostrando que las variantes
I883M y S1731C disminuyen significativamente el eflujo de colesterol, mientras
que los SNPs V771M y V825I| parecen incrementarlo. Llama la atencion que
una de las variantes mas frecuentes y mas estudiadas (R219K), asociada a

niveles mas altos de HDL en una gran cantidad de estudios, no mostrd
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diferencia alguna en el porcentaje de eflujo de colesterol en comparacion con el

alelo silvestre.

Recientemente se ha utilizado otra estrategia que intenta identificar
posibles SNPs funcionales, secuenciando las regiones del promotor proximal y
codificadoras de algunos genes candidatos en individuos con fenotipos
extremos, esto es, en individuos con los niveles mas altos y mas bajos de HDL
en una poblacion (Cohen et al., 2004; Frikke-Schmidt et al., 2004; Probst et al.,
2005). Utilizando esta estrategia, se encontré que aproximadamente el 10% de
los individuos con niveles bajos de HDL son heterocigotos para diferentes
mutaciones del gen ABCA1. En conjunto, varios autores han concluido que
tanto las mutaciones como los SNPs del gen ABCA1 contribuyen a la variacion
de los niveles de HDL y apoA-l en las poblaciones estudiadas. Sin embargo, los
SNPs que se asocian a menores niveles de HDL tienen una frecuencia muy
baja (< 1%).

Hasta el momento, las bases gendmicas que regulan los niveles séricos
de HDL y la variabilidad del gen ABCA17 no se han estudiado en la poblacion
mexicana. Seria de gran ayuda entender las bases genéticas del metabolismo
de los lipidos en nuestra poblacion, para poder estudiar después posibles
interacciones gen-ambiente, asociaciones con otros rasgos metabodlicos e
investigar la relacion de diferentes SNPs con la respuesta terapéutica a

farmacos utilizados para tratar dislipidemias.
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Il. JUSTIFICACION

La hipoa-lipoproteinemia es la dislipidemia mas frecuente en la poblacion
mexicana, presente en alrededor del 50% de la poblacion adulta. Esta
dislipidemia es un factor de riesgo importante para desarrollar aterosclerosis y
cardiopatia isquémica, enfermedades que estan entre las primeras causas de
mortalidad en México. En cambio, el factor independiente mas poderoso de
proteccidon para la cardiopatia isquémica es presentar niveles plasmaticos altos
de HDL.

Las bases gendmicas de la regulacion de los niveles de HDL en la
poblacion mexicana no han sido estudiadas. Entender dichas bases podria
ayudar a identificar individuos susceptibles a desarrollar dislipidemia y
cardiopatia isquémica en los que podrian implementarse medidas preventivas

oportunas.

lll. OBJETIVOS

[ll. 1 Objetivo General

Identificar variantes de secuencia del gen ABCA7 que puedan afectar los

niveles plasmaticos de HDL en individuos mexicanos.

lll. 2 Objetivos Particulares

1. Identificar SNPs no sinénimos con posible repercusion funcional que
pudieran contribuir significativamente a la modulacién de los niveles séricos
de HDL en los pacientes mexicanos, secuenciando la region promotora y los
10 primeros exones del gen ABCA17 en individuos con hipo e hiper a-

lipoproteinemia (fenotipos extremos).
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2. Determinar y comparar las frecuencias de los SNPs identificados en ambos

grupos.

3. Predecir la probabilidad de que los SNPs no sinénimos encontrados tengan

repercusion funcional en la proteina mediante programas informaticos.

4. Determinar la frecuencia de las variantes encontradas en una muestra de la

poblacion mestiza mexicana para establecer su relevancia epidemioldgica.

5. Comprobar el posible efecto de las variantes encontradas en los niveles

plasmaticos de HDL-C.

6. Buscar posibles asociaciones estadisticas de las variantes encontradas con

otros rasgos metabdlicos.

7. Determinar la frecuencia de las variantes encontradas en algunas

poblaciones indigenas de México.

IV. HIPOTESIS

Si existen variantes funcionales en el gen ABCA1 que afectan los niveles de
HDL en la poblacién mexicana, estos deberan encontrarse en los individuos con
fenotipos extremos. Dada la diversidad de funciones de la ABCA1 en diferentes
tejidos, las variantes funcionales podrian afectar a su vez otros rasgos

metabdlicos
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V. MATERIAL Y METODOS

Este proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion
Biomédica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon “Salvador
Zubiran” (INCMNSZ), y todos los participantes dieron su consentimiento

informado por escrito.

V.1 Individuos

a) Fenotipos Extremos (Individuos con los niveles plasmaticos mas altos

y mas bajos de HDL en la poblacion).

La poblacion inicial consisti6 en 2 grupos de individuos mestizos
mexicanos no emparentados, seleccionados entre aquellos que acudieron al
Laboratorio de Endocrinologia del INCMNSZ para estudio de perfil lipidico entre
enero del 2005 y junio del 2006. EI grupo con niveles bajos de HDL comprendi6
a 40 individuos (22 mujeres y 18 hombres) con niveles de HDL por debajo de la
percentila 10 de acuerdo a edad y género para la poblaciéon mexicana (Aguilar-
Salinas et al.,, 2001). Los criterios de exclusion para este grupo incluyeron
cualquier enfermedad o rasgo metabdlico asociado con niveles plasmaticos
bajos de HDL como diabetes mellitus tipo 2, hipertrigliceridemia (niveles de TG
> 150 mg/dL), obesidad (indice de masa corporal > 30 Kg/m?), tabaquismo, uso
de farmacos hipolipemiantes, nefropatia, hepatopatia y disfuncion tiroidea. El
grupo de individuos con niveles altos de HDL comprendié a 34 individuos (19
mujeres y 15 hombres) cuyos niveles de HDL se encontraron por arriba de la
percentila 90 de acuerdo a edad y género para la poblaciéon mexicana (Aguilar-
Salinas et al., 2001), excluyendo a aquellos que presentaran alcoholismo,
nefropatia, trastornos tiroideos o que estuvieran bajo tratamiento con
esteroides.

b) Poblacion Mestiza Mexicana del Distrito Federal

Este grupo comprendié 429 individuos no emparentados, nacidos en

México, cuyos padres y abuelos se identificaban como mestizos mexicanos, y
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que laboraban en 4 diferentes instituciones del Distrito Federal (Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa, Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la UNAM, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” y el INCMNSZ). Para el analisis de la asociacion con el sindrome
metabdlico, se incluyeron 86 individuos mas con este diagndstico, reclutados
del Departamento de Endocrinologia del INCMNSZ.

Se utilizé un cuestionario para obtener informacion sobre el nivel
socioeconomico y educativo, asi como los antecedentes personales
patologicos y no patolégicos. La exploracion fisica incluyd medicién de peso,
talla, cintura, cadera y presion arterial con baumanémetro. Se calculé el indice
de masa corporal (IMC) dividiendo el peso en kilogramos entre la talla en
metros elevada al cuadrado (IMC = peso/talla®). Se definié como obesidad a un
IMC > 30 Kg/m?, 'y como sobrepeso a un IMC > 25 Kg/m? pero <30 Kg/m?. Los
pacientes con presion arterial diastdlica >140 mmHg y/o presion arterial
diastdlica >90 mmHg, o bien bajo tratamiento con farmacos antihipertensivos
fueron considerados como hipertensos (World Health Organization, 1999).

¢) Poblaciones Indigenas de México

Se estudiaron un total de 267 individuos pertenecientes a grupos
indigenas de Meéxico: 37 yaquis (Sonora), 67 teneek (San Luis Potosi), 88
mazahuas (Estado de Meéxico), 35 purépechas (Michoacan) y 40 mayas
(Yucatan). Todos nacieron y viven en sus comunidades y hablan su lengua
nativa, al igual que sus padres y abuelos. Las muestras de sangre de estos
individuos fueron tomadas con la autorizacion de las autoridades locales y con

la ayuda de un traductor para el consentimiento informado.

A todos los individuos participantes se les tomd una muestra de 20 ml de

sangre periférica después de un ayuno de 12 horas para medir parametros
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bioquimicos y extraer DNA gendmico. En los individuos con fenotipos extremos

la muestra de sangre fue de 35 ml para extraer ademas RNA total.

V.2 Parametros Bioquimicos

Todas las mediciones bioquimicas se realizaron en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del IMCMNSZ 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 meétodos
enzimaticos (Boehringer-Mannheim); los niveles plasmaticos de HDL se
midieron usando &acido fosfotingstico y Mg2"; los niveles plasmaticos de
insulina se midieron por radioinmunoensayo, y los niveles de apoA-l y apoB 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 (mmol/mL) e insulina (mU/mL) en ayunas de acuerdo con la férmula

reportada por Matthews et al. (1985), como sigue:

Resistencia a la insulina (%IR)=insulina x glucosa/22.5

Funcion de la célula B (%)= (20 x insulina)/(glucosa-3.5)

De acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, con
estas mediciones se diagnosticd diabetes mellitus tipo 2 a todos aquellos
individuos con glucemia en ayunas = 126 mg/dL, (Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003). Con base en estas
mediciones y la exploracién fisica se diagnosticd sindrome metabdlico (SM)
utilizando 2 diferentes criterios (Tabla 1): 1) “National Cholesterol Education
Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults” (Adult Treatment Panel 11l [ATP-III]) (Grundy et al., 2004),
por la presencia de al menos 3 de los siguientes rasgos: cintura >102 cm en

hombres o >88 cm en mujeres; TG 2150 mg/dl o tratamiento hipolipemiante,
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HDL <40mg/dl en hombres o <50 mg/dl en mujeres; presion arterial sistémica
2130/85 mmHg o tratamiento antihipertensivo; y glucemia en ayunas = 100
mg/dl o tratamiento médico para la diabetes mellitus. 2) “International Diabetes
Federation” (IDF) (Alberti et al., 2005), que utiliza los mismos criterios excepto
para la cintura, en donde los puntos de corte se establecen de acuerdo al grupo
étnico, sugiriéendose que para los latinoamericanos se utilicen los puntos de

corte establecidos para asiaticos (>90 cm en hombres y > 80 cm en mujeres).

V.3 Extraccion de Acidos Nucleicos

Se extrajo DNA gendmico utilizando el método de sal-cloroformo
(Buffone, 1985). Se aislé RNA total de los individuos con fenotipos extremos a
partir de monocitos de sangre periférica mediante centrifugacién en gradiente
con ficoll-Hypaque (Berthold, 1981). El paquete de mononucleares fue utilizado
para aislar RNA total mediante el sistema de columna con un kit comercial

(Rneasy minikit, QIAGEN), cuya calidad fue verificada en gel de agarosa al 1%.

V. 4 Obtencion de DNA complementario (DNAc) y Amplificacion de
fragmentos de la regién codificadora del gen ABCAL.

Se obtuvo DNAc a partir de RNA total utilizando un kit comercial
(GeneAmp® RNA PCR Kit and Core Kit, Applied Biosystems), que utiliza la
transcriptasa reversa del virus Moloney de la leucemia murina (MuLV),

utilizando la mezcla de hexameros como oligonucledétidos iniciadores.

Se disefaron oligonucledtidos especificos para amplificar la secuencia
codificante del gen ABCA1 a partir de DNAc en 13 amplicones y se utilizaron los
primeros 2 pares de oligonucledtidos para amplificar los exones 1 al 9,
utilizando reactivos comerciales de acuerdo al protocolo descrito (AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase, GeneAmp®, Applied Biosystems). La amplificaciéon

consistié de los siguientes pasos:
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1. Desnaturalizacion inicial 94°C por 10 minutos

2. 25 ciclos Desnaturalizacion 94°C por 1 minuto
Alineacion 50°C por 45 segundos
Extension 72°C por 1 min 30 segundos
3. Extension final 72°C por 10 minutos

El tamano esperado de los amplicones se verificé en gel de agarosa (2.5%) y
fueron purificados por el método de columna con membrana, utilizando un kit
comercial (QlAquick PCR purification kit, QIAGEN). El tamafo de los productos

purificados fue verificado nuevamente en geles de agarosa al 2.5%.

Tabla 1. Criterios de la ATP-Ill para el sindrome metabdlico.

1. Obesidad central Cintura > 102cm en hombres, >88 cm
en mujeres.
2. Niveles bajos de HDL-C HDL-C < 40 mg/dl en hombres, < 50

mg/dl en mujeres.

3. Hipertrigliceridemia Triglicéridos séricos > 150 mg/dl.

4. Hipertension arterial Presion arterial > 138/85 o uso de

medicamentos antihipertensivos.

5. Glucosa plasmatica en ayuno Glucemia > 100 mg/dl o uso de

hipoglucemiantes.

La presencia de al menos 3 de estos criterios en un individuo es diagnéstico de Sindrome
Metabdlico (Grundy et al., 2004).
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V.5 Secuenciacion de los primeros 9 exones del gen ABCA1l

Los amplicones purificados fueron reamplificados en una reaccién de
secuenciacion utilizando oligonucledtidos iniciadores sentido (forward) vy
antisentido (reverse), liofilizados y resuspendidos en formaldehido para correr
en un secuenciador automatico ABI-3100 (ABI PRISM BigDye Terminators
versiéon 3.1). Las secuencias se analizaron con el programa Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseP/info/programs/BIOEDIT/bioedit.htm).

V.6 Genotipificacion de la Variante R230C en la Poblacion Mestiza
Mexicana

Se genotipificod la variante R230C por ensayos de PCR tiempo real con
sondas Tagman y ensayo de discriminacion alélica en las poblaciones
indigenas y mestiza mexicana, utilizando un sistema ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems).

V.7 Genotipificacion de Marcadores Ancestrales Informativos (AIMs)

Se selecciond un panel de 10 AlMs que distinguen principalmente las
ancestrias indigena de América y europea (rs4884, rs2695, rs17203, rs2862,
rs3340, rs722098, rs203096, rs223830, rs281478 y rs1800498) por ser los
marcadores mas informativos y tener las mayores diferencias (6> 0.44) en
frecuencias en las poblaciones ancestrales mencionadas (Bonilla et al., 2004,
Choudhry et al., 2006). Estos 10 AlMs fueron genotipificados en individuos con
fenotipos extremos y en la poblacibn mestiza mexicana, por la compafiia
Kbiosciences (Hertfordshire, U.K.), que utiliza el sistema KASPar
(www.kbioscience.co.uk). Este es un nuevo sistema de genotipificacion alelo-
especifico por PCR con patente en tramite, que permitié identificar el genotipo
en mas del 95% de las muestras enviadas, sin observar genotipos discordantes

al correr por duplicado a 47 de estas muestras.
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V.8 Anélisis Estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS v10.0 (SPSS Chicago, Il) para el
analisis de resultados. Se calcularon medias * desviacidon estandar y
frecuencias de los parametros 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 utilizaron los logaritmos naturales para el analisis,
aunque en las tablas de resultados se presentan las medias geométricas. Se
utilizé el analisis de covarianza para construir un modelo para el analisis de
rasgos cuantitativos, tomando como factor fijo el genotipo y utilizando como
covariables la edad, género, tabaquismo, nivel educativo, IMC, niveles de TG,
HDL-C, apo A-l y DMT2 (GLM Univariate).

Para evaluar el efecto de una posible estratificacion poblacional en las
asociaciones encontradas con obesidad, SM y DMT2, se utilizé el programa
ADMIXMAP (Hoggart et al., 2003; 2004). Este programa utiliza un modelo de
regresion logistica para analizar un rasgo de acuerdo al mestizaje individual,
pudiendo incluir el ajuste por covariables como edad, género, IMC, HDL, apoA-I
y otros factores potencialmente confusores. Puesto que la poblacion mexicana
es el resultado del mestizaje de las poblaciones indigena y espafiola (la
contribucién de la poblacion africana fue pequefia) (Gorodezky et al., 2001;
Lisker et al., 1990), para el analisis se utilizaron frecuencias alélicas de
marcadores ancestrales previamente reportadas para estas dos poblaciones
(Bonilla et al., 2004; Choudhry et al., 2006).

Se utilizé la prueba de X? para analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg y
las diferencias entre las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en las
poblaciones analizadas. Se consideré6 como nivel de significancia estadistica
P<0.05.
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VI. RESULTADOS

V.1 Secuenciacién Parcial del Gen ABCAL1 en Individuos con Fenotipos
Extremos.

Se observaron 3 polimorfismos con una frecuencia mayor al 1% en estas
poblaciones (Tabla 2). Uno de ellos es un cambio de una guanina (G) por una
adenina (A) en la posicion 969 del transcrito que da por resultado el cambio de
una arginina (R) por una lisina (K) en la posicién 219 de la proteina (R219K). El
segundo es un cambio de una A por una G en la posicion 787 del transcrito, que
no produce un cambio de aminoacido en la proteina (L158L) (Figura 4). Ambos
polimorfismos se habian reportado previamente, se encuentran en desequilibrio
de ligamiento y sus frecuencias no mostraron diferencias significativas en

ambos grupos (hipo e hipera-lipoproteinemia).

[ TCTCTGGGTTCCTGTATCACAACC
260 270 280

Figura 4: Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante R219K. La flecha indica
la presencia de 2 nucledtidos diferentes en la posicién 970 del transcrito. La curva negra indica
la presencia de guanina en un alelo, y la curva verde superpuesta indica la presencia de adenina
en el otro alelo. El cambio de adenina por guanina produce un cambio del aminoacido arginina

(R) por el aminoécido lisina (K) en la posicién 219 de la proteina ABCA1.
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De manera interesante, se observé un cambio de una citosina por una
timina en la posicién 1001 del transcrito, que origina un cambio de una arginina
(R) por una cisteina (C) en la posicion 230 de la proteina (R230C; Figura 5).
Este cambio se habia reportado previamente como una mutacién causal de
hipoa-lipoproteinemia familiar y no como un SNP. A diferencia de las otras
variantes encontradas, la variante R230C fue significativamente mas frecuente
en el grupo de hipoa-lipoproteinemia, ya que 18 individuos (45%) portaban el
cambio (15 heterocigotos y 3 homocigotos), mientras que en el grupo de hipera-
lipoproteinemia solamente un individuo (2.9%) portaba el cambio en forma
heterocigota (p=0.00006; Tabla 2). Asi, la frecuencia alélica de la variante
R230C fue significativamente mas alta (26.2%) en el grupo de HDL-C bajo, que
en el de HDL-C alto (1.5%; p=0.00002). Esta diferencia no perdio su

significancia estadistica aun después de ajustar por mezcla étnica (p=0.0005).

Figura 5: Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante R230C. La flecha indica
la presencia de 2 nucleotidos diferentes en la posicion 1001 del transcrito. La curva azul indica la
presencia de citosina en un alelo, y la curva roja superpuesta indica la presencia de timina en el
otro alelo. El cambio de citosina por timina produce el cambio del aminoacido arginina (R) por el

aminoécido cisteina (C) en la posicidn 230 de la proteina ABCA1.
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Tabla 2. Frecuencia de las variantes R219K y R230C del gen ABCAT en

individuos mexicanos con hipo e hipera-lipoproteinemia.

Genotipo HDL-C < percentila10  HDL > percentila 90

0 (%) n (%) i
R219R 10 (62.5) 5 (55.6) NS
R219K/K219K 6 (37.5) 4 (44.4) -
R230R 22 (55.0) 33 (97.1) ;
R230C/C230C 18 (45.0) 1(2.90) 0.00006

VI. 2 Genotipificacion de la Variante R230C en la Poblacion Mestiza-

Mexicana.

Fue posible genotipificar el 100% de los individuos con el ensayo de
sondas Tagman (Figura 6). Con el fin de confirmar estos resultados se
secuenciaron todos los homocigotos C230C, asi como 10 heterocigotos R230C
y 10 homocigotos R230R, coincidiendo el genotipo por ambos métodos en el
100% de los casos. El analisis por sondas Tagman en 429 mestizos mexicanos
mostré que 78 de estos individuos son heterocigotos R230C (18.2%) y 8 son
homocigotos C230C (1.9%); el 20.1% de la poblacion analizada porta la
variante y la frecuencia alélica fue del 10.9%.
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Homocigotos R230R

Heterocigotos R230C

/

Homocigotos C230C

x |-

Figura 6: Genotipificacion de la variante R230C del gen ABCA1 por sondas Tagman. La sonda
complementaria al alelo “R” esta marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se graficé en
el eje de las “Y”. La sonda complementaria al alelo “C” esta marcada con el fluoréforo FAM, cuya
fluorescencia se grafico en el eje de las “X’. Cada punto representa una muestra; los
homocigotos R230R aparecen como un punto azul (sélo fluoresce VIC), los homocigotos C230C
como un punto rojo (sélo fluoresce FAM), y los heterocigotos R230C que emiten ambos tipos de
fluorescencia aparecen como un punto verde. Los cuadros negros representan controles

negativos y las “X” representan muestras que no amplificaron en la reaccion.
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VI. 3 Asociacion de R230C con niveles de HDL/ApoA-ly el IMC

Los parametros antropométricos y bioquimicos de los individuos de
acuerdo a su genotipo se muestran en la Tabla 3. Puesto que sélo se
encontraron 8 homocigotos C230C, se hizo el analisis bajo un modelo
dominante, donde se compararon los individuos con la variante (genotipos
R230C/C230C) con individuos sin la variante (genotipo R230R). Los individuos
con genotipos R230C/C230C presentaron niveles de HDL-C y ApoA-l
significativamente mas bajos (444 + 111 y 1319 £ 244 mg/dl,
respectivamente) que aquellos con el genotipo R230R (48.7 £ 13.8 y 141.1 £
23.8 mg/dl, P = 0.024 y 0.001, respectivamente). De manera interesante, los
promedios de IMC y de cintura fueron mayores en los individuos con genotipos
R230C/C230C (29.3 + 6.4 kg/m?y 93.1 + 14.5 cm respectivamente) que en los
sujetos R230R (271 + 53 y 901 = 131 cm, P = 0.005 y 0.048,
respectivamente). En esta poblacién se observé la bien conocida correlacion
inversa entre el IMC y los niveles de HDL-colesterol y apoA-l. Puesto que
ambos parametros mostraron asociaciéon con la presencia de la variante R230C
en nuestra poblacion, se decidid ajustar los calculos de todos los demas
parametros de acuerdo con los niveles séricos de HDL-C y apoA-I. Al ajustar
conforme a los niveles de HDL-C, la asociacién con mayor cintura perdio su
significancia (P = 0.182), sin embargo la asociacién con mayor IMC siguid
siendo significativa (P = 0.019). Ademas, al analizar unicamente a aquellos
individuos con niveles de apoA-I mayores de 130 mg/dl (niveles promedio de
apoA-l en los portadores de la variante R230C), la asociacion de la variante con

mayor IMC no perdio su significancia (P = 0.018).

VI. 4 Asociacion de R230C con Obesidad, Sindrome Metabdlico y DMT2
La Tabla 4 muestra que la frecuencia de los genotipos R230C/C230C fue

mas alta en individuos obesos que en los no obesos (IMC < 25 Kg/m?),

encontrandose una asociacion estadisticamente significativa con la obesidad,

que fue independiente de la edad, género, tabaquismo, nivel educativo, DMT2 y
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niveles de HDL-C y apoA-| [razon de momios (RM) = 2.527, IC 95%: 1.667—
3.819, P = 0.005]. Esta asociacion no perdié su significancia aun después de
ajustar por mestizaje (RM = 2.428, IC 95%:1.541 -3.706, P = 0.011). Cabe
notar que los niveles séricos de HDL-C y apoA-l no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en los individuos obesos con genotipos
R230C/C230C y los obesos R230R (42.9 + 10.3y 134.9 + 20.3 mg/dl vs. 43.7 +
8.5y 135.7 + 27.2 mg/dl, P=0.380y 0.242, respectivamente).

Puesto que la variante R230C del gen ABCA1 mostré asociacion con
menores niveles de HDL-C y con obesidad, dos de los criterios para el
diagndstico de sindrome metabdlico, se decidié evaluar si existe una asociacion
con dicho sindrome. Efectivamente, los genotipos R230C/C230C fueron
significativamente mas frecuentes en los individuos con diagndstico de
sindrome metabdlico que en los que no lo tenian, tanto bajo los criterios de la
ATP-lIl (RM = 1.893, IC 95%: 1.483-2.460, P 0.0007), como los de la IDF (RM
= 1.775, IC 95%: 1.370 -2.336, P = 0.003). Las asociaciones bajo ambos
criterios (ATP-Ill e IDF) no perdieron significancia estadistica después de
ajustar por mestizaje (RM = 1.833, IC 95%:1.405-2.425, P = 0.001; y RM =
1.745, IC 95%: 1.328 —2.298, P = 0.005, respectivamente).

Por otro lado, se observd que la frecuencia de los genotipos
R230C/C230C fue mas alta en los individuos con diagnédstico de diabetes
mellitus tipo 2 que en la poblacion general, por lo que se compard la distribucion
de los genotipos en individuos diabéticos y no diabéticos. Puesto que la edad
promedio al momento de diagndstico de DMT2 fue de 44.7 + 9.75 afios,
seleccionamos como controles unicamente a individuos no diabéticos mayores
de 50 afios. Asi, los genotipos R230C/C230C fueron significativamente mas
frecuentes en los sujetos diabéticos que en los controles (41.2 vs. 11.2%),
observandose que estos genotipos confieren un riesgo 4.527 veces mayor de
desarrollar diabetes (IC 95%: 2.474 — 8.499, P = 0.003, ajustado por género,
IMC, niveles de HDL-C, apoA-I, y nivel educativo). Esta asociaciéon no perdi6 su
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significancia aun después de ajustar por mezcla étnica (P = 0.006). Ademas, el
IMC fue significativamente mas alto en diabéticos con la variante R230C que en
los diabéticos sin dicha variante (32.3 + 4.8 vs. 27.8 £ 5.1 Kg/m2, P = 0.048),
aunque los niveles séricos de HDL y apoA-l no mostraron diferencias

significativas entre estos grupos (P = 0.262 y 0.082, respectivamente).

VI. 5 Frecuencias Alélicas y Genotipicas en Poblaciones Indigenas de
México.

La Tabla 5 muestra las frecuencias del alelo R230C y de sus genotipos en
las poblaciones indigenas estudiadas y en la poblacién mestiza de la Ciudad de
México. Las frecuencia del alelo C230 fue significativamente mas alta en los
yaquis (0.203), teenek (0.179), purépechas (0.214) y mayas (0.288) en
comparacion con la poblacion mestiza mexicana (0.109; P < 0.02). Los
mazahuas en cambio presentaron una frecuencia alélica 230C muy similar a la

encontrada en mestizos mexicanos de la Ciudad de México (0.097).

VI. 6 Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Las frecuencias observadas de los genotipos R230R, R230C y C230C
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinbereg en todos los grupos analizados,

excepto en los yaquis, donde se observé un exceso de homocigotos.
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Tabla 3. Comparacion de los parametros antropométricos y bioquimicos en
mestizos mexicanos de la Ciudad de México de acuerdo a la presencia de la
variante R230C del gen ABCA1.

Caracteristica R230R R230C C230C R230C/C230C p*
Numero (429) 343 78 8 86
Sujetos masculinos (%) 37.0 34.7 0.0 31.5
Edad (afios) 40.1+12.8 | 39.9+10.1 444+139 | 40.2+105 NS
Tabaquismo (%) 26.3 28.5 28.6 28.4 NS**
IMC (kg/m®) 271+53 | 289+65 | 332+38 | 293+64 | 0.003
Cintura (cm) 90.1 +13.1 925+145 |1006+129| 93.1+14.5 0.045
Obesidad (%) 38.5 0.553 87.5 64.8 0.003**
Diabetes mellitus (%) 5.8 0.141 37.5 16.3 0.003**
Hipertension (%) 7.5 0.120 375 14.5 NS
PAS (m bmHg) 1194+18.9| 1188+15.0 | 126.9+19.8 | 119.6 + 15.6 NS
PAD (mmHg) 79.3+104 | 798+116 | 81.9+13.6 | 80.0+11.7 NS
Glucosa (mg/dl) 97.3+33.7 | 102.7+39.7 | 1276 +70.5| 105.0+43.5 NS
Insulina (uU/ml) 105+7.6 10.9+6.7 19.2+16.3 11.6+8.0 NS
HOMA-IR 1.88 2.23 4.30 2.30 NS***
Colesterol (mg/dl) 211.0+429 | 207.5+42.0 | 205.0+32.7 | 207.2+41.1 NS
Triglicéridos (mg/dl) 184.7 + 189.7 £ 146.3 | 2054 +94.7 | 191.2+141.9 NS
140.6
HDL-C (mg/dl) 48.7+13.8 | 442+109 | 43.9+7.14 | 44.4+11.1 | 0.030
ApoA-I (mg/dI) 1411 +23.8| 130.5+20.5 | 132.6+18.4 | 131.9+24.4 | 0.003
Apo B (mg/dI) 1127 +£28.9 | 1129+289 | 114.1+21.7 | 1129 +28.3 NS

Los datos presentados representan la media + desviacién estandar, excepto HOMA-IR donde se presenta
la mediana. *P comparando los genotipos 230C/C230C vs. R230R, ajustado por edad, género, IMC
niveles de triglicéridos, tabaquismo y nivel educativo; ** Prueba de X2 *** U de Mann-Whitney. PAS:
presion arterial sistdlica, PAD: presion arterial diastdlica; HOMA-IR, modelo de homeostasis para evaluar

resistencia a la insulina.

52




Tabla 4. Asociacion de la variante R230C del gen ABCA1 con obesidad,

sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2.

Genotipo
Trastorno Metabélico R230R R230C/C230C RM P
n (%) n (%)

Obesos 84 (71.2) 34 (28.8) 2.527 0.005*
No obesos 139 (86.8) 21 (13.2) -

Individuos con SM® 143 (73.7) 51 (26.3) 1.893 | 0.0007**
Individuos sin SM 268 (84.8) 48 (15.2) _

Diabéticos 20 (59.8) 14 (41.2) 4.527 0.003***
No diabéticos 79 (89.8) 9(11.2) -

* Valor de P ajustado por edad, género, tabaquismo, niveles de HDL-C, ApoA-l, nivel educativo y

diabetes mellitus tipo 2; **valor de P ajustado por edad, género, tabaquismo y nivel educativo;

CDe acuerdo a los criterios de la ATP-Ill; *** valor de P ajustado por edad, género, IMC, HDL-C,

apoA-l y nivel educativo. Las asociaciones no perdieron su significancia al ajustar por mezcla
étnica (P = 0.011, 0.001 y 0.006 para obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2

respectivamente.)
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Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante R230C en diferentes

poblaciones indigenas de México.

Poblacion
Yaqui (n=37) 0.703
Teneek (n=67) 0.671

Mazahua (n=88) 0.818

Purépecha (n=35) 0.629

Maya (n=40) 0.450

Mestiza (n=429) 0.799

Genotipo

0.189

0.299

0.170

0.314

0.525

0.182

R230R R230C (C230C

0.108

0.030

0.011

0.057

0.025

0.-9

Alelo
R230 C230
0.797  0.203
0.821 0.179
0.903  0.097
0.786  0.214
0.718  0.288
0.891 0.109

P*

0.013

0.015

NS

0.007

0.000001

*Significancia estadistica al comparar con la poblacién mestiza mexicana.
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VII. DISCUSION

Desde hace tiempo se conoce el papel de la proteina ABCA1 en el
transporte reverso del colesterol y la formacion de particulas de HDL-C en
macrofagos y enterocitos. Sin embargo, se sabe muy poco sobre su funcion en
otros tipos celulares (Oram y Heinecke, 2005). Se sabe que esta funcion es
crucial en la homeostasis del colesterol, especificamente al transportar
colesterol intracelular hacia aceptores lipidicos en el plasma (Tall y Wang,
2000). El exceso de colesterol libre en la membrana o dentro de la célula es
causa de citotoxicidad, hecho que ha sido ampliamente estudiado en
macrofagos (Tabas, 1997). Los mecanismos involucrados en dicha
citotoxicidad incluyen la pérdida de fluidez de la membrana celular que puede
causar disfuncion de las proteinas integrales; la alteracion de dominios
membranales, lo cual podria alterar diferentes cascadas de sefalizacion; la
induccion de apoptosis; la cristalizacion de colesterol intracelular, el dafio
oxidativo por formacion de oxiesteroles toxicos, y la alteracion de la expresion
de diversos genes (Tabas, 2002). Aunque esta citotoxicidad inducida por un
exceso de colesterol libre ha sido ampliamente estudiada en macrofagos, se
sabe poco sobre las consecuencias de la acumulacion de colesterol libre en
otros tipos celulares. Puesto que la disfuncion de ABCA1 puede causar
acumulacion intracelular de colesterol en diversos tipos celulares como el
adipocito, podria afectar a otras funciones metabdlicas del organismo ademas

de la formacién de particulas de HDL-C.

VIl. 1 Probable Funcionalidad de la Variante R230C.

Es importante mencionar que a pesar de que el efecto de diversos
polimorfismos y mutaciones de la proteina ABCA1 sobre el porcentaje de eflujo
de colesterol ha sido cuantificado in vitro (Brunham et al.,, 2005), las
consecuencias funcionales de la variante R230C no han sido estudiadas. Por lo

tanto, ésta podria ser tan solo un marcador que se encuentra en desequilibrio
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de ligamiento con una variante causal cercano a este locus. Sin embargo
varios factores sugieren que R230C es funcional:

1) La base de datos PANTHER (por sus siglas en inglés Protein Analysis
Through Evolutionary Relationships) predice que la probabilidad de que
este cambio de aminoacido altere la funcién de la proteina es del 78%, de
acuerdo con el puntaje de conservacion evolutiva especifico para la
posicion de la substituciéon (Brunham et al., 2005); mientras que el
programa de prediccion de dafio funcional a proteinas Polyphen (Harvard)

califica a la variante como posiblemente dafina.

2) La variante R230C se localiza en la primer asa extracelular de la proteina,
sitio donde se concentran varias mutaciones causales de enfermedad de
Tangier e hipoa-lipoproteinemia familiar (Singaraja et al., 2003; Fitzgerald
et al., 2002).

3) La naturaleza de los aminoacidos involucrados en el cambio es muy
diferente: mientras que la arginina es basica, con carga positiva e
hidrofilica, la cisteina es hidrofébica y contiene un grupo sulfhidrilo que

puede formar enlaces disulfuro con otros aminoacidos.

Los resultados del analisis en una muestra de la poblaciéon general de la
Ciudad de México sugieren que la variante R230C afecta no solamente al eflujo
de colesterol (al disminuir los niveles de HDL-C), sino que también afecta otras
funciones metabdlicas. La alta frecuencia de esta variante en la poblacion
mexicana permitié buscar asociaciones con otros rasgos clinicos y metabdlicos

ademas de los niveles séricos de HDL y apoA-I.
VII.2 Efecto en los Niveles de HDL-colesterol y apoA-I.

El efecto de diversas mutaciones del gen ABCA1 en los niveles séricos de
HDL colesterol ha sido ampliamente estudiado y la variante R230C se asoci6
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con una disminucion clara, aunque modesta, de los niveles de HDL-colesterol y
apoA-Il. Puede inferirse por lo tanto que el cambio R230C disminuye el eflujo de
colesterol en las células formadoras de HDL-C, ya que los niveles de estas
particulas fueron significativamente menores en individuos con genotipos
R230C o C230C, independientemente de la presencia de posibles factores
confusores como la edad, género, tabaquismo, indice de masa corporal, niveles
de triglicéridos y nivel educativo de los individuos. Los hallazgos de un estudio
de ligamiento buscando loci para rasgos cuantitativos (QTL) para niveles de
HDL-colesterol en individuos México-americanos apoyan este resultado, ya que
reportan un pico modesto en el cromosoma 9q (LOD = 1.4) cercano al marcador
D9S299, que se encuentra muy cerca del locus de ABCA1 (Ayra et al., 2002).
Por lo tanto, es posible que la alta frecuencia de la variante R230C en la

poblacion mexicana sea la causa de la presencia de esta sefial de ligamiento.

Aunqgue en un inicio se describié a la variante R230C como una mutacién
causal de hipoa-lipoproteinemia familiar (Wang et al., 2000), los resultados de
este analisis sugieren que la variante no suprime completamente la funcién de
ABCA1, aunque si parece disminuirla. Esto puede afirmarse primeramente
porque ninguno de los homocigotos C230C (8 individuos) presentaba
enfermedad de Tangier; ademas de que no todos los individuos portadores de
la variante R230C (en forma homocigota o heterocigota) presentaron niveles
séricos bajos de HDL-C (< 40 mg/dl). Al existir alrededor de 50 diferentes genes
involucrados en la regulaciéon de los niveles de HDL-C (Wang y Paigen, 2005),
la presencia de variantes funcionales de algunos de estos genes (como por
ejemplo la proteina transferidora de ésteres de colesterol o la lipasa hepatica)
podria incrementar los niveles de HDL y compensar el efecto negativo de la
variante R230C. Esto podria explicar el por qué se encontré un individuo
heterocigoto R230C en el grupo de individuos con niveles de HDL-C mas altos
(> percentila 90) (Singaraja et al., 2003). Llama la atencion que los niveles de
HDL-C y apoA-l fueron muy similares en homo y heterocigotos, mostrando que
este efecto no es dependiente de la dosis génica. Este fendmeno ya se habia
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observado para algunas mutaciones del gen ABCA1 que afectan los niveles de
HDL-C en humanos, sugiriéndose que podrian causar solamente fenotipos
dominantes-negativos sin efecto de dosis génica por la estructura cuaternaria
de la proteina ABCA1, en donde la alteracion de un solo alelo afecta la unidad

minima funcional (Krimbou et al., 2006).

VIl. 3 Asociaciéon con Obesidad

Este es el primer trabajo donde se reporta una asociacién del gen ABCA1
con el indice de masa corporal y la obesidad. Llama la atencion que esta
asociaciéon de la variante R230C con mayor indice de masa corporal en
mestizos mexicanos fue mas significativa que la encontrada con niveles bajos
de HDL-C. A pesar de que esto nunca se habia observado, un estudio de
ligamiento en individuos México-Americanos para obesidad apoya este
resultado, ya que encontraron también un pico de ligamiento positivo (LOD
score 2.1) en el cromosoma 9p con el mismo marcador (D9S299) previamente
asociado a niveles de HDL-colesterol, muy cercano al locus del gen ABCA1
(Arya et al., 2002; 2004). Es muy importante el hecho de que la asociacion con
obesidad no perdid su significancia estadistica cuando se excluyeron del
analisis a los individuos con niveles de apoA-l < 130 mg/dL (promedio de los
portadores de la variante R230C), sugiriendo que el papel de la proteina ABCA1
en la fisiopatologia de la obesidad podria ser independiente de su funcién en la

regulacion de los niveles de HDL-colesterol y apoA-l.

Se sabe muy poco sobre la funcion de ABCA1 en el adipocito. Le Lay et
al. (2003) analizaron la expresion y regulacion del gen ABCA1 en adipocitos
3T3-L1, y encontraron que el gen es inducido de manera muy importante
durante la diferenciacién de los preadipocitos. Encontraron también evidencia
de que existen mecanismos de regulacion de ABCA71 a nivel post-
transcripcional que parecen ser especificos para el adipocito. Otra observacion
importante fue que al aumentar la expresion de ABCA1 el contenido total de
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colesterol celular no cambié, aunque si hubo un cambio en su distribucion
intracelular, por lo que los autores sugieren que el colesterol podria ser una
molécula de senalizacion en el adipocito. Aunque hay evidencia de que el
adipocito puede formar particulas de HDL in vitro (Verghese et al., 2007), no se
sabe qué tanto contribuye a los niveles de HDL-C plasmaticos y es probable

que la formacion de particulas de HDL-C no sea su principal funcion.

VII. 4 Asociacién con Sindrome Metabdlico

La obesidad por si misma es un factor de riesgo para otros trastornos
metabdlicos (Cossrow y Falkner, 2004). Se ha propuesto que ABCAT es un gen
candidato para el sindrome metabdlico por evidencia previa que sugiere que se
asocia a resistencia a la insulina ademas de su relacion con los niveles séricos
de HDL-C y riesgo cardiovascular (Phillips et al., 2006). Basados en esta
evidencia y en las asociaciones encontradas con niveles bajos de HDL-C y
obesidad (2 criterios del sindrome metabdlico), identificamos una asociacion
estadisticamente significativa de la variante R230C con el sindrome metabdlico.
La significancia estadistica de esta asociacion no se perdié aun después de
ajustar por edad, género y nivel educativo. Llama la atencién que mientras el
21.7% de los heterocigotos R230C tenian sindrome metabdlico, todos los
homocigotos C230C (n=8) cumplian con los criterios diagnosticos tanto de la
ATP-IlIl como de la IDF para sindrome metabdlico, y una mujer homocigota de
28 afios ya tenia este diagndstico a pesar de su edad. Aunque el numero de
homocigotos es pequeno, esto sugiere que a diferencia de lo que ocurre con los
niveles de HDL-C, la variante R230C pudiera tener un efecto de dosis alélica
para el sindrome metabdlico. Esto tendra que evaluarse ampliando el estudio,
buscando el efecto de otros factores confusores como la dieta y el estilo de

vida.
VII. 5 Asociacion con Diabetes Mellitus Tipo 2.

Algunos de los individuos reclutados de la poblacién general de la Ciudad

de México tenian diagnéstico de DMT2, mientras que otros se diagnosticaron
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por sus niveles de glucemia en ayunas al aceptar participar en el estudio. En
total, se incluyeron 34 individuos diabéticos. Se encontré una asociacion
significativa de la variante R230C con diabetes mellitus tipo 2 en esta poblacion.
Aunque este resultado debe interpretarse con cautela por el numero reducido
de individuos diabéticos, es razonable especular sobre el posible papel de
ABCA1 en la patogénesis de las DMT2. En primer lugar, el gen ABCAT esta
regulado por una red transcripcional compleja donde participan varias proteinas
y farmacos involucrados en el metabolismo de lipidos y de la glucosa (Schmitz y
Langmann, 2005; Gerin et al.,, 2005). Ademas, se sabe que la insulina
disminuye la expresion de ABCA171 en adipocitos 3T3-L1, mientras que la
glucosa aumenta la expresion de ABCA1 en leucocitos in vivo (Sartipy y
Loskutoff, 2003; Albrecht et al., 2004). Existe solamente un estudio que reporta
la asociacion de un diplotipo del gen ABCA1 con DMT2 en poblacién japonesa
(Daimon et al., 2005). En este estudio los autores sugieren que ABCA1 pudiera
tener influencia en la fisiopatologia de la DMT2 independientemente de los
niveles séricos de HDL, ya que dichos niveles fueron muy similares en el grupo

de riesgo y en el grupo que no presentaba el diplotipo.

No fue sino hasta muy recientemente que Brunham et al. (2007)
encontraron evidencia crucial sobre la funcion de ABCA1 en la célula
pancreatica. Ellos estudiaron un modelo de ratén en el que el gen ABCAT fue
inactivado de manera homocigota unicamente en las células beta-pancreaticas.
Estos ratones mostraron alteracion en la tolerancia a la glucosa y deficiencia de
la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa, tanto in vivo como in vitro. El
efecto fue dependiente de la edad y las células beta presentaban depdsitos de
colesterol. Estos datos apoyan la asociacion de la variante R230C con diabetes
mellitus tipo 2 y aportan evidencia experimental sobre el concepto de
lipotoxicidad como causa de DMT2. Sin embargo, a diferencia del concepto
comunmente manejado para el SM, segun el cual un exceso de acidos grasos
libres causaria lipotoxicidad en tejidos periféricos causando resistencia a la

insulina, hiperinsulinemia compensatoria y posteriormente DMT2 (Kashyap y
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Defronzo, 2007), la citotoxicidad en estos ratones es causada por un exceso de
colesterol en la célula beta-pancreatica ocasionando un defecto de secrecion de
insulina.  Otro dato que podria apoyar el concepto de que la variante R230C
disminuye la funcién de la proteina ABCA1 seria la evaluacién del modelo
minimo (un indice de secrecidén de insulina en respuesta a una carga de

glucosa) en individuos homocigotos C230C y heterocigotos R230C.

Aunque el modelo de ratén muestra la importancia de ABCA1 en la
fisiologia de la célula B, la asociacion de la variante R230C con DMT2 debe
evaluarse en una muestra de mayor tamafio, en un estudio disefiado
especificamente para ello. La alta frecuencia de la DMT2 y de la variante
R230C en la poblaciéon mestiza de México ofrece la oportunidad de analizar a

mayor profundidad esta asociacion en la poblacion diabética.

VIl. 6 Las asociaciones observadas no se deben a un efecto de
estratificacién poblacional.

Puesto que la poblacibn mexicana resultdé del mestizaje entre las
poblaciones espafiola (caucasica) e indigena principalmente (con una
contribucién pequena de genes de origen africano), fue de primordial
importancia descartar una falsa asociacion por un efecto de estratificacion
poblacional. Para lograr esto, se identificaron los genotipos de 10 marcadores
informativos de ancestria en todos los casos y controles. Los calculos de
mestizaje que se obtuvieron con estos marcadores en la poblacion mexicana
fueron muy similares a los reportados en otros estudios en la poblacién de la
Ciudad de México (Martinez-Marignac et al., 2006). Aunque la ancestria
indigena se considera un factor de riesgo para la obesidad, el sindrome
metabdlico y la diabetes, el andlisis del programa ADMIXMAP revelé que todas
las asociaciones encontradas permanecieron significativas aun después de
ajustar por ancestria. Por lo tanto, parece que ademas de ser un marcador de
ancestria por encontrarse solamente en poblaciones indigenas de América y

sus descendientes, el cambio R230C de la proteina ABCA1 es también un
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factor de riesgo significativo para presentar hipoa-lipoproteinemia, obesidad,

sindrome metabdlico y posiblemente diabetes mellitus tipo 2.

VII. 7 Alta Prevalencia de la Variante R230C en Diferentes Poblaciones
Indigenas de México.

Se ha sugerido que la mayor susceptibilidad genética de la poblacion
mexicana a la obesidad y a la diabetes mellitus tipo 2 probablemente esté
relacionada con su componente indigena (Cossrow y Falkner, 2004; Lorenzo et
al., 2001). La alta frecuencia del alelo 230C en la poblacién mexicana sugiere
que éste podria ser uno de varios alelos de diferentes genes que contribuyen a
dicha susceptibilidad. Esto puede afirmarse porque en casi todas las
poblaciones indigenas analizadas, la frecuencia alélica de esta variante fue de
aproximadamente el doble que la observada en mestizos mexicanos, lo cual

seria esperado por el mestizaje.

Llama la atencién que la variante R230C parece ser exclusiva de
poblaciones indigenas de América o que descienden de dichas poblaciones
(como los mestizos mexicanos). Esta variante no ha sido encontrada en las
poblaciones africana, europea, china, sudasiatica o en los indigenas
canadienses Inuit (Cohen et al., 2004; Frikke-Schmidt et al., 2004; Probst et al.,
2005; Wang et al., 2000). El cambio R230C fue descrito por primera vez en un
individuo Oji-Cree (indigenas canadienses), considerandose una mutacion que
caus6 hipoa-lipoproteinemia familiar. Posteriormente se encontr6 en forma
heterocigota en 2 de 80 individuos Qji-Cree, por lo que los autores sugirieron
que la mutacion surgio recientemente en dicha poblacion (Wang et al., 2000).
En contraste con lo sugerido por estos autores, el hecho de que la variante
también se encuentra en poblaciones indigenas y mestiza de México sugiere
mas bien que surgié mucho antes, posiblemente en los primeros individuos que
cruzaron el Estrecho de Béring. A su vez, en comparacion con la poblacién Oji-
Cree, la mayor frecuencia alélica de R230C en las poblaciones indigenas de
México sugiere que pudo haber sufrido seleccion natural en los individuos que
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se establecieron mas al sur. Aunque no existe evidencia funcional sobre alguna
ventaja selectiva de esta variante, puede especularse que sea un alelo que
ahorra u optimiza la utilizaciéon de la energia en el organismo, pudiendo ser
favorable en condiciones de escasez de alimentos o hambruna. Por otro lado,
recientemente se encontré en un modelo de ratdon que la delecion homocigota
del gen ABCA1 confiere resistencia total a la malaria cerebral (Combes et al.,
2005). Asi, puede también especularse que la variante R230C podria conferir
proteccion contra ciertas infecciones o trastornos tromboéticos en los que
intervienen mecanismos de vesiculacion. Es necesario buscar la presencia de
esta variante en otras poblaciones indigenas de Ameérica, asi como hacer

estudios funcionales especificos para confirmar esta hipotesis.
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VIIl. CONCLUSIONES

1.

Se identificd una variante del gen ABCA1 probablemente funcional, con
una alta frecuencia en la poblacion general y que contribuye
importantemente a la modulacion de los niveles de HDL-C en mexicanos

mestizos.

Por primera vez se presenta evidencia de la asociacion del gen ABCA1

con la obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2.
Por su alta frecuencia y por estar asociada a trastornos metabdlicos, la
variante R230C del gen ABCAT1 tiene relevancia epidemiolédgica en la

poblacién mexicana.

La variante R230C parece tener un caracter ancestral y ser exclusiva de

poblaciones que descienden de grupos indigenas de América.
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IX. PERSPECTIVAS

1. El presente estudio aporta evidencia de que la variante R230C, ademas
de ser un marcador ancestral de ancestria indigena del continente
americano, es probablemente funcional. Por lo tanto, sera importante
comprobar dicho efecto funcional in vitro, transfectando la variante a
fibroblastos o macrofagos en cultivo para comparar el eflujo de colesterol

en los homocigotos C230C, heterocigotos R230C y homocigotos R230R.

2. Es de gran interés estudiar y confirmar la asociacion de la variante R230C
con la diabetes mellitus tipo 2 en un estudio con mayor numero de
individuos diabéticos y controles bien caracterizados clinicamente. Esto
permitiria ademas evaluar diferencias en el cuadro clinico de los individuos
diabéticos con y sin la variante R230C, asi como valorar mediante un
método mas confiable (como el modelo minimo) si los portadores de esta
variante presentan un defecto de secrecion de insulina dependiente de la

edad, como ocurre en el modelo del ratén.

3. La alta frecuencia de la variante R230C en la poblacion mexicana
permitira hacer estudios genotipo—fenotipo, y podra asi buscarse el
posible efecto de esta variante en otros rasgos en los el metabolismo de
los lipidos y el colesterol juega un papel importante, como por ejemplo la
funcion neuroldgica, plaquetaria, de la vesicula biliar y, de manera muy
importante, en el riesgo de desarrollar aterosclerosis, infarto agudo al

miocardio y enfermedad vascular cerebral.

4. Al existir farmacos agonistas de los receptores PPAR que inducen la
transcripcion del gen ABCA1, sera necesario valorar su eficiencia, tanto in

vitro como in vivo, en genotipos homo y heterocigotos.

5. Es necesario evaluar la respuesta de los portadores de la variante R230C
a diferentes dietas y al ejercicio, para determinar si puede prevenirse o
retrasarse el desarrollo del sindrome metabdlico y la diabetes en estudios

de cohorte a mediano o a largo plazo.
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