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RESUMEN

La hipoalfalipoproteinemia se define como un trastorno que afecta al metabolismo de las
particulas de HDL, alterando su composicion, concentracion y el tamafio de las mismas. El
término hipoalfalipoproteinemia primaria corresponde a concentraciones plasmaticas de HDL-C-
por debajo del percentil 10 con un componente genético.

El bajo HDL es uno de los factores de riesgo aterogénico mejor conocidos y forma parte de
las dislipemias mas comunes generadoras de enfermedades cardiovasculares en la poblacion
occidental. En las Ultimas 6 décadas, estas enfermedades son la principal causa de muerte en
nuestro pais. Se sabe que existe una relacion inversa entre los niveles plasmaticos de las
lipoproteinas de alta densidad y el riesgo de cardiopatia isquémica. Se calcula que entre 40 y 60%
de la variacién en los niveles de las HDL esta determinada genéticamente y existe evidencia de
gue son varios los genes que podrian participar en la regulacién de este rasgo fenotipico.

Se sabe cuales son las causas genéticas de esta patologia. La ApoAl es la apolipoproteina
mas importante del HDL constituyendo el 70 % de su masa proteica, siendo el gen apoAl uno de
los candidatos mas importantes para estudiar la variabilidad genética de los niveles de HDL. Una
causa mas rara de deficiencia de HDL se debe a mutaciones en el transportador de membrana
ATP Binding Casette 1 (ABCAl). Esta proteina interactia directamente con la ApoAl para
promover el eflujo de colesterol celular. Otro gen candidato es el que codifica la lecitin colesterol
acil transferasa (LCAT). Esta enzima es la encargada de esterificar el colesterol de las HDL para
generar las particulas maduras. Estas tres moléculas, ApoAl, ABCA1 y LCAT, parecen tener un
papel fundamental en el transporte reverso del colesterol desde las células periféricas hacia el
higado y otros tejidos.

Nuestro objetivo ha sido elaborar una metodologia que contribuya al conocimiento de los
componentes genéticos de la hipoalfalipoproteinemia primaria. Esto representa un campo enorme
de investigacion de vital importancia para la prevencion y el tratamiento de la aterosclerosis y la
cardiopatia isquémica en nuestro pais.
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Los avances de la genética molecular y su aplicacion a la medicina estan jugando un papel
cada vez mas importante en la prevencion de enfermedades, especialmente en algunas areas,
como son las enfermedades cardiovasculares. Los andlisis genéticos pueden servir para estudiar el
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, hacer el diagndstico del tipo especifico de
afeccion y prevenir su desarrollo.

Las enfermedades del aparato circulatorio ocupan, desde la segunda mitad del siglo XX, el
primer lugar entre las causas de muerte en nuestro pais. Este grupo de enfermedades (30-40% del
total de defunciones en los dltimos 10 afios) supera a la mortalidad por cancer (20-25% en igual
periodo) y por accidentes (<10%).

Se sabe que los niveles alterados de las lipoproteinas plasmaticas son poderosos factores
de riesgos en la enfermedad cardiovascular (CVD). El papel protector de las particulas de HDL en
la aterosclerosis, se debe principalmente a su implicancia en el transporte reverso de colesterol,
mecanismo clave para eliminar el exceso de colesterol via hepatica. El metabolismo de las HDL es
un proceso extremadamente complejo en el que las particulas realizan un intercambio continuo y
dindmico de sus componentes con el resto de las lipoproteinas plasmaticas, y en el que intervienen
un gran numero de apolipoproteinas, receptores, transportadores y enzimas diferentes (Cenarro et
al, 2004).

Lipoproteinas

Durante la digestion, las grasas complejas se descomponen en sus particulas elementales
para poder atravesar la membrana intestinal y ser absorbidas eficazmente. Los 4cidos grasos de
menos de 12 atomos de carbono pasan directamente a la sangre y son transportados al higado
donde se utilizan para producir energia. Los acidos grasos de mas grandes deben unirse a
moléculas de proteinas (apolipoproteinas), fosfolipidos y colesterol formando grandes moléculas
que se denominan lipoproteinas para ser transportadas a través del plasma.

Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a sus propiedades fisicas en cinco tipos:
quilomicrones (particulas lipidicas de gran tamafio y baja densidad), VLDL (lipoproteinas de muy
baja densidad), IDL (lipoproteinas de densidad intermedia), LDL (lipoproteinas de baja densidad) y
HDL (lipoproteinas de alta densidad).

La composicion de las lipoproteinas se resume en la siguiente tabla (Lusis A, 2001):

(%) Quilomicron | VLDL |LDL | HDL
Triglicéridos 9 6 11 8
Proteinas 18 19 21 20
Fosfolipidos 22 23 22 22
Colesterol 51 52 46 50




Estructura de las HDL

Las HDL son complejos macromoleculares, seudomicelares, constituidos por lipidos
anfipaticos (fosfolipidos y colesteral libre), lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y
por apolipoproteinas. Los lipidos anfipaticos se organizan en una monocapa en la superficie del
complejo, presentando sus grupos polares hacia el medio acuoso. La estabilidad de esta
monocapa esta garantizada por las apolipoproteinas. Los lipidos no polares son insolubles en un
medio acuoso como el plasma y en consecuencia se sitlan en el interior de las lipoproteinas,
evitando asi las interacciones con grupos polares, fisicoquimicamente desfavorable (figura 1). Las
HDL son las lipoproteinas con mayor proporcion proteica (55-60% de su masa seca), siendo la
ApoAl la apolipoproteina mas abundante. Se han descrito varias subclases de HDL en funcién de
sus caracteristicas fisicoquimicas y funcionales. Una clasificacion basada en la densidad de
flotacién (r), las distingue en HDL, (1.063<r<1.12 g/mL) ricas en lipidos hidrofébicos y las HDL;
(1.12 <r<1.21 g/mL) formadas principalmente por fosfolipidos y proteinas.
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Figura 1: Estructura de la particula de HDL donde se encuentran indicados sus principales
componentes.

Las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion o del plasma, por lo que también se
las identifican como a-lipoproteinas. Otras subfracciones de HDL, compuestas esencialmente de

fosfolipidos y ApoAl, por su movilidad electroforética en combinacion con su tamafio, se denominan

pre-B1.

Metabolismo de las HDL

Las HDL tienen un origen no establecido aun claramente especialmente en lo que se
refiere al trafico intracelular del colesterol por lo que se han identificado dos probables fuentes de
estas lipoproteinas. Por un lado, se sugiere que tanto el higado como el intestino, son los que



forman las particulas discoidales (pequefia bicapa fosfolipidica rodeada de apolipoproteinas)
llamadas HDL nacientes. Su apolipoproteina caracteristica es la ApoAl aunque las HDL de origen
hepatico suelen llevar también apoA-ll, apoC y apoE. Las particulas iniciales discoidales son
pobres en lipidos. La transformacion de estas particulas discoidales en esféricas se realiza
mediante la captacion de colesterol y fosfolipidos y la posterior esterificacion del colesterol (pasaje
de HDLsa HDL,).

Otra posible ruta de sintesis es la lipdlisis de particulas lipoproteicas ricas en triglicéridos
(que incluyen a los quilomicrones y la VLDL) o de los tejidos. Esta hipétesis de lipdlisis plasmatica
seria la mas aceptada dada la fuerte correlacion entre lip6lisis plasmatica y concentracion de
colesterol de las HDL (HDL-C). En el caso de los quilomicrones y VLDL, el proceso es
consecuencia de la pérdida de triglicéridos de estas particulas por la accion de la lipoprotein lipasa
(LPL) (Fig. 2). Al disminuir el tamafio de estas particulas, sus componentes de superficie quedan
en exceso, y son transferidos a las HDL para luego ser esterificados por la accién de la LCAT
(lecitina-colesterol acyl transferasa). En el caso de la captacién del colesterol tisular, intervienen las
caveolinas, proteinas que se encuentran en las invaginaciones de la membrana celular, y las
ABCA1 (ATP-binding-casette transporter Al type) o CERP (proteina reguladora del eflujo de
colesterol), proteinas que transportan el colesterol desde el interior celular a la membrana
regulando el flujo del colesterol hacia el exterior celular, (Sanchez de Medina, 2000).
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Figura 2: Esquema del metabolismo de las HDL desde su nacimiento hasta la formacion de

la particula de HDL2 madura. TG: triglicéridos, Q: quilomicrén, VLDL: lipoproteinas de muy baja
densidad, LPL: lipoproteinlipasa, AG: é&cido graso, CE: ésteres de colesterol, LCAT: lecitina-
colesterol acyl transferasa

Por ofra parte, la CETP (proteina transferidora de ésteres de colesterol) realiza el
intercambio de colesterol esterificado de las HDL por triglicéridos de las particulas que contienen
apoB en su superficie (VLDL y LDL). Asi, las HDL se enriquecen progresivamente en triglicéridos



mientras que las VLDL y LDL se enriquecen en colesterol esterificado. Las HDL, vuelven a originar
HDL; o incluso se convierten en particulas de HDL nacientes. Las HDL, ricas en triglicéridos
constituyen un buen sustrato para la lipasa hepatica (LH), que hidroliza dichos triglicéridos asi
como los fosfolipidos superficiales, favoreciendo la cesién de colesterol desde dicha superficie al
interior de las células hepaticas, junto a glicerol, acidos grasos y lecitina. De esta forma, las HDL
pueden ser captadas por el higado a través de los receptores SR-B1 (scavenger receptor class B
type 1) o por la cadena 3 de la ATP sintasa (Fredenrich et al, 2003) (Figura 3). A diferencia de las
lipoproteinas que contienen apoB, como las LDL, las particulas de HDL tienen componentes que
son intercambiables por proteinas plasmaticas. Asi, los lipidos y las proteinas que son
componentes de las HDL pueden especificos ser catabolizados por distintas vias. Se sabe que la
ApoAl puede ser captada por el rifion (mediante las cubilinas y las megalinas), y las moléculas de
ésteres de colesterol pueden ser captadas por las glandulas adrenales y el higado (Sanchez de

Medina, 2000).
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Figura 3: Principales etapas del metabolismo de las HDL. TGRL.: lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Q y VLDL), LPL: lipoproteinlipasa, LCAT: lecitina-colesterol acyl transferasa, PLTP: proteina
transferidora de fosfolipidos, HL: lipasa hepéatica CETP: proteina transferidora de ésteres de
colesterol, ABC: transportador ATP binding cassette, SR-B1: scavenger receptor class B type I).

Existen diversos trastornos que afectan al metabolismo de las particulas de HDL, alterando
su composicién, concentracion y el tamafio de las mismas. Estos se pueden englobar en 2 grandes
grupos: Hipoalfalipoproteinemias o Hiperalfalipoproteinemias.



El término hipoalfalipoproteinemia corresponde a concentraciones plasmaticas de C-HDL
por debajo del percentil 10. En Estados Unidos, en su Ultimo panel de expertos para el tratamiento
de adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol, se considera un factor de
riesgo de aterosclerosis niveles de HDL-C por debajo de 40 mg/dL. Diferentes estudios
epidemioldgicos han demostrado consistentemente que los niveles bajos de HDL-C son un factor
de riesgo independiente de enfermedad aterosclerético coronaria siendo cominmente el factor de
riesgo lipidico que mejor correlaciona con el riesgo de aterosclerosis coronaria. (Moss AJ, et al.
1999), (Wilson PW et al, 1980) y (Assmann G, et al 1996).

Las hipoalfalipoproteinemias pueden ser primarias, o secundarias. Dentro de las
hipoalfalipoproteinemias primarias se destacan la enfermedad de Tangier, déficit de LCAT o
enfermedad de ojos de pez, donde sus principales manifestaciones clinicas son anemia y opacidad
cornea. También se encuentran déficit de ApoAl e Hipoalfalipoproteinemia Familiar con sintomas
caracteristicos como la aterosclerosis prematura.

Dentro de las hipoalfalipoproteinemias secundarias destacamos:

- asociadas a hipertrigliceridemias secundarias (DM, alcohol, insuf. renal)

- asociadas a factores exdgenos reductores de HDL-C (obesidad, tabaquismo, farmacos)
- ingesta pobre en grasas

- enfermedad inflamatoria o infecciosa aguda y crénica (sepsis, HIV, artritis reumatoide).

Es importante tener en cuenta que los bajos niveles de HDL-C son el resultado de varias
situaciones proaterogénicas, por lo que no es un factor de riesgo aislado e independiente.

Funcién de las HDL
Diferentes estudios epidemiolégicos han demostrado que el colesterol transportado en las
particulas de HDL se relaciona de forma intensa, inversa e independiente con el riesgo de

enfermedad aterosclerdtica, especialmente de enfermedad coronaria prematura.

Transporte reverso de colesterol

Cuando la cantidad de colesterol intracelular es mayor que la capacidad de
almacenamiento, el exceso es bombeado hacia el plasma, desde donde es llevado por las HDL al
higado para su excrecién o reciclaje por un proceso denominado el transporte reverso de colesterol
(TRC). Los enterocitos y macréfagos son los tipos celulares que estan mas expuestos a grandes
cantidades de colesterol proveniente de la dieta y del suero. El pool de colesterol hepatico esta
influido por diferentes variables, desde la absorcion de colesterol de la dieta en el intestino, hasta la
eliminacion de colesterol en la bilis bajo la forma de &cidos biliares, lipoproteinas, vitamina D y
hormonas esteroideas.

Se han propuesto 2 modelos diferentes para explicar el eflujo del colesterol desde el
interior celular hacia la superficie. El primero de ellos se explica por exocitosis, donde el colesterol
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libre, derivado de la hidrodlisis de ésteres de colesterol, se asocia con fosfolipidos, en el aparato de
Golgi, y se generan vesiculas que llegan a la membrana plasmética en el dominio donde se ubica
ABCA1l (estructura con forma de U). El segundo de los mecanismos se explica por
retroendocitosis, donde la ApoAl interacciona con ABCAL ubicado en la membrana plasmética.
Ambas moléculas son endocitadas residiendo bajo forma de vesiculas. Los lipidos son
transportados al interior de estas vesiculas por medio de ABCAL y una vez en el interior pueden
interactuar con ApoAl. Luego, el complejo fosfolipido-colesterol-ApoAl se libera de la célula por
exocitosis (Oram J, et al, 2005).

Esta funcion, de TRC, estaria evitando la formacién de la placa de ateroma. La primera
etapa del TRC consiste en el eflujo de colesterol de las células por la interaccién con la subfraccion
pre-p1l de las HDL. El complejo naciente constituido por ApoAl y pobre en lipidos, solubiliza ese
dominio lipidico de la capa externa de la membrana, formando una particula de HDL de forma
discoidal (Oram et al, 2003) (Figura 4).

ApoAl

T

T gg. Colesterol

Figura 4: Interaccion entre la apolipoproteina Al y el transportador de membrana ABCA1

donde ocurre la eliminacién del exceso de colesterol celular.

Como se mencioné antes, en los sitios especificos de las membranas celulares de las
células vasculares donde fluye el colesterol hacia las HDL, se encuentran los transportadores de
membrana del tipo ABCAL. El mecanismo de transporte utiliza ATP para bombear colesterol y
fosfolipidos de manera activa hacia el exterior de la célula (Brooks-Wilson A et al, 1999). Asi se da
el transporte de colesterol y fosfolipidos desde la capa interna de la membrana celular hacia la
capa externa.

Existen otros mecanismos que resultan en una reduccion significativa en la formacion de la

placa de ateroma (figura 5).
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Figura 5: La figura muestra los diferentes puntos donde actGan las particulas de HDL para
promover la reduccion de la formacion de la placa de ateroma.

- Punto N°1: TRC.

- Punto N°2: Actividad antioxidante de las HDL. La habilidad de las HDL para inhibir la oxidacion de
las LDL se debe por un lado a una enzima antioxidante transportada por las HDL, llamada
paraoxonasa y al hecho de que algunas de las lipoproteinas como la ApoAl, ApoAll y ApoAlV
presentan propiedades antioxidantes intrinsecas (Aviram M et al, 1998). Ademas se inhibe la
diferenciacion de monocitos en macréfagos, que luego se convertiran en células espumosas en la
intima del vaso.

- Punto N°3: Al inhibir la oxidacion de las LDL se inhibe la induccion de la expresion de MCP-1, por
lo que se inhibe la expresion de las moléculas de adhesion en células endoteliales y asi disminuye
el reclutamiento celular. Ademas, se inhibe la sintesis de citoquinas, inhibiendo la quimiotaxis.

- Puntos N°4 y N°6: Proteccién de la funcién endotelial. El 6xido nitrico (NO), sintetizado en
respuesta a una multitud de estimulos fisioldgicos, induce la relajacion de los vasos sanguineos,

atenla la adhesion de plaquetas y su agregacion, inhibe la progresiéon de las células de musculo
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liso y disminuye la adhesién y migracion de leucocitos a la pared vascular. ApoAl es idéntica al
factor PGI (factor estabilizador del suero) que se sintetiza en el endotelio vascular y musculo liso
funcionando como vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetaria. ApoAl y HDL estabilizan
al factor PGI con funcion protectora antitrombaotica.

- Punto N©5: Inhibicion de la expresién de moléculas de adhesion localizadas en la superficie

luminal del endotelio.
Genes candidatos en las alteraciones del metabolismo de las HDL y sus variantes

Hasta el momento se ha visto que las causas genéticas de las hipoalfalipoproteinemias
primarias se deben a mutaciones en tres genes diferentes: en el gen de la ApoAl, componente
proteico mayoritario de las HDL, en el gen del transportador de membrana, ABCA1, involucrado en
el transporte de colesterol desde las células hacia el exterior y en el gen de la LCAT, proteina
esterificadora del colesterol libre de las HDL.

Gen apoAl:
El gen apoAl se encuentra en el cromosoma 11 (p11-q13), se extiende aproximadamente

2Kb y esta constituido por 4 exones de 18, 63,157 y 659pb. La proteina ApoAl es el componente
proteico mayor de las HDL y es cofactor de la lecitin-colesterol-acetiltransferasa.

ApoAl se sintetiza en el higado e intestino delgado como una preproteina de 267
aminoacidos. La maduracion hacia la proteina final consta de varios pasos. Primero, un péptido
sefial de 18aa es clivado, luego sigue una translocacion en el reticulo endoplasmico mientras que
una presecuencia de 6aa se escinde. Finalmente, la proteina madura de 243aa es secretada. La
concentracion en plasma se encuentra en el rango de 1 a 1.5 mg/mL.

Variantes de la apolipoproteina A;: Se conocen mas de setenta variantes de la molécula
ApoAl. En alguno de los casos se asocian a niveles muy bajos de HDL. La mas conocida es la apo-
Al milano POT Una sustitucion Arg173Cys (CGC a TGC). La presencia de la cisteina le da la capacidad
a la proteina mutante de formar dimeros, los cuales tienen la capacidad de promover el eflujo de
colesterol de los macréfagos. Por lo tanto, a pesar de los bajos niveles de HDL, los sujetos
heterocigotos parecen no tener riesgo de CHD. En otras variantes, no se ha descrito
arteriosclerosis prematura a pesar de los niveles de HDL muy bajos en el plasma. Sin embargo
existen otras mutaciones que causan una disminucion de los niveles de HDL y de ApoAl y los
individuos pueden poseer sintomas de afecciones coronarias. En este caso el tipo de herencia es
dominante. En la tabla 1 se presenta un resumen de las mutaciones reportadas hasta la fecha:

Posicién Niveles de Caracteristica Ref.
HDL/ApoAl

Influye en los valores de HDL-C.

A->G -75 HiperALP Pagani F, 1990
Intrén 2. Sitio de splicing G+1->C.  HALP Yamakawa K, 1999
GIn-2->0 AALP Ng D, 1994
Pros-Arg Importante para la conversiéon enzimética de von Eckardstein A, 1989

proapoA-I hacia la forma madura Apo A-1.
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Pros.-Arg

Glns->Pro/ cod6n 34->X
Argio->Leu

Glyze>Arg

Glnso.sX

Trpso>Arg

Leer.>AI’g

A(s0->71) remplazada por Val y Thr.

Glngs->0
Leugo->Pro
Alags->Asp
Tyrio->His
LyS107->X
Trpios->Arg
Gluio->Asp
Gluize->Lys
Gluizs->X
Leuis->Arg

Proyss->Arg

Leuyss->Arg
A (146->160)

Argis:->Cys
Valis6->Glu
Leusso->Arg
Leuise->Pro
Argieo->Leu
Hisie2->GIn
A(165->175)

Proes->Arg
Argi73->Cys
Argi73->Pro
Leuszs->Ser

Alay7s->Pro

HALP

HALP

R-ApOAl+ HDL-C

R-ApOAl+ HDL-C
R-ApOAl+ HDL-C
ND

N

R-HDL-C

R-ApoAl
N
R-HDL-C
R-ApoAl

R-HDL-C

HALP
R-ApOAl+ HDL-C
R-ApOAl+ HDL-C
R-ApOAl+ HDL-C
HALP

R-HDL-C

HALP

HALP
HALP
R-HDL-C
R-HDL-C

R-ApOAl+ HDL-C

Ningun efecto.

Poli neuropatia-neuropatia amiloidea
Xantolema periorbital bilateral
Amiloidosis sistémica no neuropatica
Amiloidosis sistémica no neuropatica
Amiloidosis hepatica y sistémica
Aterosclerosis prematura

Amiloidosis cardiaca y cutdnea

No aterosclerosis acelerada
Reduce activacion de LCAT

Sin efectos aparentes

Una o més anormalidades lipidicas
CAD prematura

CHD

Hipertrigliceridemia. Activacion defectuosa de

LCAT

Similar a Argi7s->Cys

Arco senil bilateral marcado
Hipertrigliceridemia

Opacidad corneal, CAD
Activacion reducida de LCAT
CAD prematura

Activacion reducida de LCAT
No aterosclerosis acelerada
Activacion reducida de LCAT
Activacion reducida de LCAT
Longevidad de TG aumentada
Amiloidosis cardiaca y cutdnea
Amiloidosis sistémica no neuropatica

Amiloidosis sistémica no neuropatica

von Eckardstein A, 1989
Nakata K, 1993
Ladias J, 1990
Nichols W, 1988

Romling R, 1994
Booth D, 1995
Soutar A, 1992
Booth D, 1996

Matsunaga T, 1991

Hamidi Asl L, 1999
Araki K, 1994

Moriyama K, 1996
Rall, S.,1984
Araki K, 1994
Law S, 1985
Rall S, 1986

Daztani Z, 2006
Miccoli R, 1997

Utermann G, 1982 a,b

Recalde D, 1998
Deeb S, 1991
Bruckert E, 1997
Huang W, 1998
Miettinen H, 1997
Miller M, 1998
Daum U, 1999
Moriyama K, 1996
Campos J, 2002
von Eckardstein, 1989
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Disfuncién endotelial, espesor de pared

Leuyre-> Pro HALP arterial aumentado. CAD prematura Hovingh G, 2004
Leuszg-> X R-HDL-C FHD, opacidad corneal, xantomas planar, y Ikewaki K, 2004
CAD prematura.
Gluygs->Lys Dislipoproteinemia No aterosclerosis acelerada Strobl W, 1988
Codon 0, Frameshift R-ApoAl Nubosidad corneal Funke H,. 1991
Gluzzs ->X R- ApoAl + HDL-C Sin efectos en VLDL, LDLy TG Han H, 1999
Apoal/Apoc3, Inv, Ex4/lvsl R-HDL-C CAD. Arco corneal, xantolemas Karathanasis S, 1987
A Apoal/Apoc3/Apoasd Ausencia de ApoA-| Ordovas J, 1989

Tabla 1: Mutaciones en el gen apoAl reportadas hasta el momento. En la columna 1 se indica la posicién de la
mutacion, en la columna 2 se indica la alteracion en los niveles de HDL-C o ApoAl, en la columna 3 se indica
las caracteristicas fenotipicas del individuo.

HiperALP: Hiperalfalipoproteinemia, HALP: Hipoalfalipoproteinemia, ND: Sin datos, R-ApoAl+ HDL-C : niveles
de HDL colesterol y ApoAl reducidos, R-HDL-C: niveles de HDL colesterol, R-ApoAl: niveles de ApoAl
reducidos, N: Normal, CAD: Enfermedad coronaria arterial, AALP: Analfalipoproteinemia, LCAT: lecitin
colesterol acil tranasferasa, FHD: Deficiencia Familiar de HDL.

El andlisis de la estructura secundaria de la proteina madura, permitié la identificacion de
repetidos de 22 aminoacidos separados por un residuo de prolina, formando a-hélices anfipaticas.
Estas hélices permiten la interaccion de la proteina con lipidos y con fases acuosas (McLachlan A,
1977). La prolina (Pro) presente en la primera posicién de cada repetido, permite que se forme una
hoja plegada f entre las hélices, por lo que es esencial en la estructura secundaria de la proteina.
La presencia de un residuo de prolina parece ser necesario para definir las propiedades funcional y
estructural de ApoAl. ApoAl libre de lipidos muestra un contenido de a-hélices de un 40% a un
50%, mientras que la asociacion con fosfolipidos hace que el nimero aumenta a un 75% (el
porcentaje depende del lipido que se asocie para formar el complejo). La inmunoreactividad a
través de anticuerpos monoclonales cambia con la presencia de lipidos, lo que indica que existen
cambios conformacionales que afectan los dominios cuando se produce esta interaccion. Se
pueden formar complejos tanto discoidales como esféricos, dependiendo de las condiciones de
asociacion (Calabresi L, 1993).

Los dominios N y C terminal de ApoAl estan involucrados en la union a lipidos, una funcién
esencial de esta apolipoproteina, mientras que el dominio central esta involucrado en la activacion
de LCAT. La estructura secundaria de ApoAl consiste en 10 a-hélices anfipaticas de clase A/ Y
qgue abarcan los residuos 44 al 243 y un dominio globular (residuos 1-43) que incluye 1 a-hélice
anfipatica que desde el residuo 8 al 33. Estudios realizados sobre un mutante de ApoAl, el cual que
ha perdido los residuos 1-43, (figura 6), han sugerido que los aminoacidos deletados estabilizan la
conformacion de ApoAl libre de lipidos favoreciendo la formacion del complejo ApoAl-lipido ya que
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permite que se mantenga la accesibilidad para que se pueda dar la union lipido-proteina (Frank P.
et al, 2000).
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La estructura cristalografica de este mutante sugiere que cuando ApoAl se une a las HDL, se
envuelve alrededor de la periferia de la particula, perpendicular a las cadenas carbonadas de los
fosfolipidos. La delecion de la region codificante de los primeros 65aa mostré una disminucion de la
afinidad de unién a fosfolipidos respecto a la proteina silvestre, por lo que la hélice 1 (aa 44-65)
parece ser importante para la asociacion de ApoAl con fosfolipidos. Se han realizado estudios
sobre péptidos sintéticos que corresponden a cada uno de los segmentos que forman las a-hélices
de ApoAl (Palgunachari et al, 1996). Utilizando estos péptidos sintéticos se vio que s6lo los que
corresponden a los aminoacidos 44-65 y 220-241, son los que se asocian a lipidos con alta
afinidad y asi clarifican vesiculas de fosfolipidos.

Se ha sugerido que la primera y la Ultima hélice son las que podrian iniciar la union a fosfolipidos,
seguido luego de un efecto cooperativo de las demas hélices.

Muy pocas de las mutaciones en el dominio central de la proteina han sido asociadas con
defectos en la unién de lipidos. En algunas mutaciones puntuales como Leu4;->Arg o deleciones
como 122-165 y 144-186, se ha visto que el efecto es una disminucién de la habilidad de promover
el eflujo de colesterol o de inhibir la reaccion de esterificacion mediada por la LCAT. Se ha visto
que la region 148-185 es la responsable de la union y activaciéon de LCAT (Sparrow J, 1980).
Mediante estudios mutagénicos, Roosbeek y col. han demostrado que las argininas 149, 153 y 160
son criticas para la activacion de la LCAT. Interacciones especificas entre la enzima y ApoAl
induce un cambio conformacional en la proteina requerido para la actividad enzimatica. Estas
interacciones seguramente tienen un componente electrostatico donde la actividad éptima de la

enzima se da a una concentraciéon salina de 150mM. Las argininas 149, 153 y 160 de ApoAl
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formarian puentes salinos con los residuos negativos de la LCAT, o puentes de hidrégeno con
otros residuos polares de la enzima. La mayoria de los puentes salinos se darian entre 2 moléculas
antiparalelas de ApoAl, que formarian un dimero funcional y donde se ha visto que en la estructura
del cristal de ApoAl la distribucién de los puentes salinos interhélices se da de forma asimétrica.
Estos datos son consistentes con el modelo de cinturdn propuesto para la estructura de ApoAl. Las
mutaciones en cualquiera de estas argininas no inhiben la activacion de LCAT por pérdida de los
puentes salinos o por disminucién de las interacciones hidrofébicas. La perdida de activacion se
daria por modificacién de las interacciones polares entre ambas moléculas, enzima — sustrato,
Roosbeek, 2001.

El dominio C terminal de la proteina parece tener un rol importante en la interaccién de del

complejo proteina-lipido con la célula, cuando el complejo se presenta muy pobre en lipidos.

Genes ABC

Los genes ABC (Adenosin Trifosfato Binding Cassette), altamente conservados entre las
especies, codifican una gran familia de proteinas transmembrana que se unen al ATP para dirigir el
transporte de varias moléculas a través de la membrana celular. Se clasifican en transportadores
ABC basandose en la secuencia y en la organizacion de sus dominios de unién al ATP conocidos
como NBFs (nucleotide binding folds) quienes se localizan en el citoplasma y transfieren la energia
para realizar el transporte. Estos transportadores se clasifican en diferentes subfamilias, basados
en la similitud de la estructura del gen, el orden de los dominios y la homologia de las secuencias
de los dominios.

Estructura del gen y de la proteina

Una subfamilia es la ABCA que comprende 12 transportadores diferentes. Uno de ellos,
ABCAL1 o ABC1, esta involucrado en desordenes del transporte de colesterol y en la biosintesis de
lipoproteinas de alta densidad. La proteina ABCAL, también denominada CERP (cholesterol efflux
regulatory protein), es fundamental en el transporte de colesterol desde la célula hacia las
particulas HDL. Contiene 2261 aminoéacidos y la secuencia completa del gen se extiende 149 kb
constituida por 50 exones. La estructura de la proteina esta constituida por 2 mitades similares
cada una de 6 dominios de a-hélices intramembrana, 3 lazos extracelulares, 2 lazos intracelulares

y un dominio de unién al ATP, Dean, 2001. (Figura 7).
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Figura 7: Modelo esquematico de la estructura de ABCALl. Se muestra un transportador
completo con 12 dominios de a-hélices intramembrana, 6 lazos extracelulares donde se muestran
los sitios de glicosilacién, 4 lazos intracelulares y los 2 dominio de unién al ATP NBD1 y 2. Walker
Ay B son regiones muy conservadas.

Regulacion
Como es de esperar para un transportador de membrana que media la secrecién de

colesterol celular que se encuentra en exceso, la transcripcion del gen ABCAL se induce por
aumento en la concentracion de colesterol celular.

Estabilidad proteica

- La actividad de ABCAL de transporte de lipidos y unién a apolipoproteinas, se regula por
diferentes sefiales que no tienen practicamente efectos en la expresion del gen. La mayoria de
estas sefiales son por fosforilacion directa de la proteina mediadas por protein quinasas (A, C,
CK2, etc.). El rapido intercambio de ABCAL se debe a la secuencia de aminoacidos 1283 al 1306,
ubicados en el primer bucle intracelular, rico en Pro-Glu-Ser-Treo (motivo PEST). La fosforilacion
de T1286 y T1305 en este motivo promueve la protedlisis de ABCA1 por algin miembro de la
familia de las calpainas. La interaccién de apolipoproteinas con células que expresan ABCAL,
reduce la tasa de degradacion del transportador. Esto actla como un mecanismo de
retroalimentacién para aumentar los niveles de ABCAL cuando se esta en presencia de aceptores
del transporte lipidico, Yamauchi, 2003.

Las alteraciones en la estructura de ABCAL son causa de hipoalfalipoproteinemia severa. En
estos pacientes, los bajos niveles de HDL en plasma son el resultado de un eflujo deficiente de
colesterol por parte de las células (Singaraja R, 2001).

Hasta el momento, al menos 70 mutaciones en ABCA1 han sido asociadas con niveles
bajos de HDL. Aunque las mutaciones pueden ocurrir a lo largo de todo el gen, en ABCA1 no estan
distribuidas al azar. La tendencia en cuanto a la ubicaciéon de estas mutaciones son los bucles
extracelulares, los dominios NBD y la regién COOH terminal. Los sectores en los que se han
identificado la mayor cantidad de cambios son entre los aminoacidos: 230-282, 587-635, 990-1099,
1145-1289 y 2144-2215, figura 8.
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Figura 8: Modelo topoldgico de ABCAl donde se indican las mutaciones descritas hasta el

momento.

Algunas de esas mutaciones son causa de hipoalfalipoproteinemias manifestandose como
una disminucion de los niveles de HDL del plasma y enfermedad coronaria prematura. Hay
pacientes que presentan defectos en la remocién de colesterol con resultados de niveles de HDL
cercanos a cero y con deposiciones masivas de ésteres de colesterol en los tejidos. Un ejemplo es
la Enfermedad de Tangier, (TD) también conocida como “Deficiencia de HDL tipo 1”. Esta patologia
fue identificada en 1960 como un sindrome de bajo HDL que afecta familias de la isla de Tangier
en EE.UU. En 1999, se identificd que el gen ABCAL era el responsable de esta afeccion. Se trata
de una enfermedad rara, autosémica y recesiva. La enfermedad es debida a un defecto genético
que afecta el metabolismo de las HDL con un catabolismo acelerado de las mismas. Los
precursores de las HDL son degradados errbneamente en los lisosomas de los macréfagos
causando la acumulacion de ésteres de colesterol en dichas células. No se conocen casos de
enfermedad de Tangier con arteriosclerosis coronaria antes de los 40 afios. En algunos casos
aislados de hipoalfalipoproteinemia severa, éstas no se asocian a riesgos elevados de enfermedad
arterial coronaria (CAD) (Elkhalil LZ, 1997) y (Pérez-Méndez O, 1999). En ese tipo de pacientes, se
ha determinado que el catabolismo de las HDL es muy elevado.

Los pacientes con las siguientes mutaciones: 635X, N935S, N1800H, 1851X, 2203X y una
delecion en el extremo C terminal, poseen niveles de HDL-colesterol menores al 1% de la
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poblacién control segun edad y sexo. Por el contrario, individuos con las mutaciones A255T y
R1680W muestran valores de HDL mayores al 10% del de la poblacién control segiin edad y sexo.
En general, para los individuos que presentan mutaciones en heterocigocia, y la mutacion resulta
en una proteina no funcional, los valores de HDL-C esperados son aproximadamente el 50%
respecto a la poblacién control. Otra posibilidad, es que los heterocigotas muestren valores de
HDL-C menores al 50% respecto a la poblacién control. Esto es causa de un efecto dominante
negativo como se ha visto en mutaciones que generan proteinas truncadas. Individuos con la
mutacion M1091T muestran valores de HDL del orden del 30% de la poblacion control segun edad
y sexo, Singaraja, 2003.

Basados entonces en el conocimiento de las mutaciones en los individuos afectados, es
posible realizar una correlacion genotipo-fenotipo para las mutaciones en homocigocia o
heterocigocia.

CAD Incidence

ABCA1 Activity

ABCAT Allele 1

ABCAT Allele 2

Realizando un analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de ABCAL entre
diferentes especies, se vio que el dominio N terminal es altamente conservado, mientras que los
dominio central y C terminal muestran sustituciones conservadas entre las especies.

En la tabla 2 se presenta un resumen donde se incluye la mayoria de las mutaciones reportadas
hasta el momento.

Posicion Fenotipo

G191C Riesgo aumentado de CAD
Cl17G Riesgo disminuido de CAD
Cambio de aminoacido Fenotipo

Pro 25->Leu Deficiencia de HDL

Ser 138->X Bajo nivel de HDL

Arg 159->Lys Altos niveles de HDL
| Arg 170->Cys Hipoalfalipoproteinemia
Ala 195->Thr Deficiencia de HDL

Arg 222->X Enfermedad de Tangier
Val 339->Ala Enfermedad de Tangier
| Arg 436->Trp Altos niveles de HDL

Tyr 513->X Enfermedad de Tangier
Arg 527->Trp Enfermedad de Tangier
Trp 530->Ser Enfermedad de Tangier
Trp 530->Leu Deficiencia de HDL
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GIn 537->Arg

Enfermedad de Tangier

Tyr 567->X Enfermedad de Tangier
Arg 578->GIn Bajo nivel de HDL

Val 711->Met Aumento de HDL cholesterol
Glu 755->Gly Bajo nivel de HDL

Val 765->lle Altos niveles de HDL
lle 823->Met Altos niveles de HDL
Arg 849->X Deficiencia de HDL

Thr 869->lle Enfermedad de Tangier
Asn 875->Ser Enfermedad de Tangier
Asn 875->His Enfermedad de Tangier
Ala 877->Val Enfermedad de Tangier
Ala 986->Asp Enfermedad de Tangier

Met 1031->Thr

Deficiencia de HDL

Asp 1039->Tyr

Deficiencia de HDL

Glu 1112->Asp

CAD prematura

Ser 1121->Phe

Bajo nivel de HDL

Asp 1229->Asn

Enfermedad de Tangier

Arg 1281->Thr

Bajo nivel de HDL

Leu 1319->Phe

Deficiencia de HDL

Cys 1417->Arg

Enfermedad de Tangier

Ser 1446->Leu

Deficiencia de HDL

Arg 1527->Lys

Alteracion del nivel de HDL

Asn 1551->Asp

Deficiencia de HDL

Arg 1555->GIn

Bajo nivel de HDL

Ala 1610->Thr

Bajo nivel de HDL

Arg 1620->GIn

Aumento de HDL

Arg 1620->Trp

Enfermedad de Tangier

Val 1644->Asp

Deficiencia de HDL

Asn 1740->His

Enfermedad de Tangier

Arg 1791->X

Deficiencia de HDL

Arg 1791->GIn

Deficiencia de HDL

Phe 1949->Ser

Deficiencia de HDL

Arg 2021->Trp

Enfermedad de Tangier

Arg 2084->X

Deficiencia de HDL

Pro 2090->Leu

Hipoalfalipoproteinemia

Tabla 2: Mutaciones en el gen ABCAL reportados en la base de datos The Human Gene Mutation
Database (ref. 66)

Gen LCAT

El gen LCAT se extiende 4.2Kb y se localiza en el cromosoma 16 en la region gq21-22. Esta
constituido por 6 exones y se expresa predominantemente en el higado. La proteina esta
constituida por 440aa, 416aa la proteina madura y un péptido lider de 24aa. La enzima LCAT es
responsable de la sintesis de ésteres de colesterol en plasma teniendo un rol fundamental en la
maduracioén de las HDL y en el transporte reverso de colesterol, Argyropoulous, 1998.

Aunque LCAT puede unirse directamente los lipidos, la reaccion 6ptima requiere de la
activacién mediada por la unién de la ApoAl. La reaccién requiere de al menos 3 pasos: primero la
LCAT se une a su sustrato (HDL), en un segundo paso se une al activador e hidroliza el acido
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graso, por Ultimo se da la reaccidon de trans esterificacion del colesterol y su concomitante
liberacion.

La composicion lipidica de las HDL puede afectar la habilidad de ApoAl de activar la
esterificacion del colesterol mediada por LCAT. Se relaciona directamente con la estabilidad y/o
conformacién de ApoAl o con la habilidad de LCAT de unirse a su sustrato. La reactividad esta
asociada con los cambios en la accesibilidad a los dominios N-terminal y central de ApoAl, que
deben estar en contacto en la estructura terciaria. Como se mencion6 antes, el dominio 148-185 se
puede unir y producir la activacion de la enzima. El mecanismo por el cual ApoAl activa LCAT
involucra la interaccion directa entre las a-hélices de ApoAl y los residuos 152-169 de LCAT. Los
residuos cargados positivamente, presentes en las a-hélices 144-165 y 166-186 de ApoAl, podrian
interactuar con los residuos de la hélice de LCAT. Se ha visto que los residuos Glu 154 y 155, y
165 de LCAT no son importantes para su activaciéon pero estan involucrados en la unién del
colesterol (Wang J, 1998). La regién 151-174 de LCAT puede interactuar directamente con ApoAl a
través de la unién con HDL-C.

Dependiendo de la actividad medida y la masa de LCAT, la concentracion de HDL y las
caracteristicas clinicas, las mutaciones en este gen causan 2 sindromes que se pueden clasificar
como deficiencia familiar de LCAT (FLD) y enfermedad de ojo de pez (FED). En la patologia FLD
hay ausencia de LCAT o se produce una pérdida completa de la actividad catalitica, en FED, se
pierde la actividad catalitica de los lipidos unidos a las HDL, pero esterifica el colesterol unido a
lipoproteinas que contienen apoB. En ambas patologias se produce una disminucion importante de
la concentracion de las HDL.

Analisis mutacionales de las histidinas mas conservadas han identificado que el cambio de
la histidina en la posicion 377 anula la actividad de la enzima. Ademas, mutaciones en el segmento
aminoacidico 154-171 de LCAT se han asociado con una disminucién de la interaccioén con lipidos
debido a una disminucion de la hidrofobicidad de la cara hidrof6bica de la hélice anfipatica de la
molécula. Se ha sugerido que los residuos 211 al 314 estan involucrados en el reconocimiento del
sustrato, Frank P, 2000.

En la tabla 3 se muestra una relaciéon genotipo-fenotipo causada por mutaciones en LCAT.

Cambio de aminoacido Fenotipo

Asn 5->lle Deficiencia de LCAT
Pro 10->GIn FED

Pro 10->Leu Deficiencia de LCAT
Thr 13->Met Deficiencia de LCAT
Gly 30->Ser Deficiencia de LCAT
Gly 33->Arg Deficiencia de LCAT
Tyr 83->X Deficiencia de LCAT
Ala 93->Thr Deficiencia de LCAT
Arg 99->Cys FED

Thr 123->lle Deficiencia de LCAT
Asn ->131Asp Deficiencia de LCAT
Arg 135->GIn FED
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Arg 135->Trp

Deficiencia de LCAT

Arg 140->His Deficiencia de LCAT
Arg 140->Cys Deficiencia de LCAT
Ala 141->Gly Deficiencia de LCAT
Pro 143->Leu Dislipemia

Tyr 144->Cys FED

Arg 147->Trp

Deficiencia de LCAT

Tyr 156->Asn

Deficiencia de LCAT

Arg 158->Cys

Deficiencia de LCAT

lle 178->Thr

Bajos niveles de HDL->C

Leu 209->Pro

Deficiencia de LCAT

Asn 228->Lys

Deficiencia de LCAT

Gly 230->Arg

Deficiencia de LCAT

Pro 250->Arg

Deficiencia de LCAT

Met 252->Lys

Deficiencia de LCAT

Thr 274->Ala

Deficiencia de LCAT

Met 293->lle

Deficiencia de LCAT

Pro 307->Ser

Deficiencia de LCAT

Thr 321->Met

Deficiencia de LCAT

Gly 344->Ser Deficiencia de LCAT
Thr 347->Met Deficiencia de LCAT
Phe 382->Val Deficiencia de LCAT

Deficiencia de LCAT

Arg 399->Cys

Tabla 3: Mutaciones en el gen LCAT reportados en la base de datos The Human Gene Mutation
Database (ref. 66).

Factores genéticos de riesgo para la enfermedad coronaria

Como la enfermedad coronaria puede deberse a muchos factores de riesgo, en este
trabajo se ha incluido el estudio en otros genes de susceptibilidad de forma de complementar el
estudio. En nuestro laboratorio se han desarrollado los sistemas para realizar el genotipado del gen
de la Enzima Convertidora de Angiotensina, y del gen de la apolipoproteina E. El genotipado del
gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa se realiza mediante kit comercial.

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) juega un papel importante en la regulacién
de la presion arterial y el balance electrolitico, hidrolizando la angiotensina | en la angiotensina |,
un potente vasopresor. El gen se encuentra en el cromosoma 17 en la region q23.2. La variacién
de la concentracién plasmatica interindividual, esta determinada hasta en un 50% por una insercion
() delecion (D) que genera un polimorfismo en el intrén 16 del gene. Los portadores del alelo D
presentan un aumento de la actividad ECA-plasmatica y el genotipo de D/D se ha asociado con el
aumento del riesgo de infarto del miocardio y otras manifestaciones de dafio vascular
arteriosclerotico y de disfuncion endotelial, asi como con el dafio renal en HTA y diabetes. (Zorilla,
2006).

El gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa (5,10-MTHFR), se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 1 en la regiéon p36.3. La enzima cataliza la reduccion del 5,10-metileno
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tetrahidrofolato (THF) a 5-metil THF, la forma primaria de folato sérico co-sustrato para la
remetilacion de homocisteina a metionina. El polimorfismo méas estudiado, el C677T, da origen a
una forma termolébil de la enzima con una reduccién de su actividad en el orden del 70%. Esto
genera una deficiencia relativa del proceso de remetilacion de la homocisteina y un aumento de la
homocisteina plasmatica total, frente a la deficiencia de folato, cofactor de la enzima. La
hiperhomocisteinemia es un reconocido factor de riesgo cardiovascular independiente y se asocia
con riesgo aumentado de trombosis venosa y arterial (especialmente stroke). Elevados niveles de
homocisteina en plasma pueden ser el resultado de un cambio genético o estar relacionado con
algun disturbio alimentario. (Frosst, 1995).

El gen de la Apolipoproteina E (ApoE) se encuentra en el cromosoma 19 en la regiéon q13.2
y se organiza en 4 exones. Codifica una proteina de 299 aminoacidos. La ApoE es uno de los
principales componentes de las lipoproteinas plasmaticas con variadas acciones bioldgicas. Las
tres isoformas proteicas mayores apoE2, apoE3 y apoE4 son productos alélicos del mismo locus y
son los mas comunes en la poblacién. De estas variantes, apoE3 es la mas frecuente de todas las
poblaciones estudiadas. Los polimorfismos tienen efectos funcionales en el metabolismo de las
lipoproteinas. El alelo E4 se asocia con alteraciones del perfil lipidico y un aumento significativo del
riesgo cardiovascular, independientemente de sus efectos sobre los niveles de lipidos plasmaticos.
Las isoformas difieren en los aminoéacidos en las posiciones 112 y 158. ApoE3 contiene cisteina en
la posicion 112 y arginina en la posiocién 158, ApoE2 tiene cisteina en ambas posiciones mientras
ApoE4 presenta arginina en ambas. (Stephens, 2001.)

OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es elaborar una metodologia que contribuya al
conocimiento de los componentes genéticos de la hipoalfalipoproteinemia primaria. Esta patologia
esta relacionada con trastornos en el metabolismo lipidico y se caracteriza por manifestarse como
una disminucién en la concentracion plasmética de las HDL por debajo del percentil 10 con un

componente genético.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES:

+ Poblacion: Se trabajé con una poblacion seleccionada de 25 individuos provenientes de la
Comisién Honoraria para la Salud Cardiovascular, que presentan valores de HDL-colesterol
inferiores al percentil 10 (40mg/dL). Esta poblacion fue referida de la policlinica de Cardiologia
del Hospital de Clinicas y de otros centros de salud privados. Se realizd6 un andlisis de la
historia clinica da cada paciente para corroborar que la causa del bajo HDL-C no fuese debida
a otra razon, por ejemplo asociada a sindrome metabdlico. Se sabe que la resistencia a la
insulina puede ser el mecanismo comin que conduce a otras alteraciones que involucran
factores de riesgo cardiovascular, como son las alteraciones en el metabolismo lipidico

(aumento de triglicéridos, disminucién de HDL) y la hipertension arterial.

+ Juego de oligonucleotidos: Disefiados segln las secuencias gendémicas que se encuentran
publicadas en las diferentes bases de datos. Los primers fueron disefiados utilizando el

programa Gene Runner.

Juego de primers para amplificar en el gen apoAl:
PROMOTOR Y EXON 1

ApoA P1F 5- GGGATGAGTGCAGGGAAC- 3’
ApoA P1Rok 5- GCCTGAACCTTGAGCTGG- 3’
EXON 2

ApoA 2F 5- GTACCTGAGGTCTTCTCC- 3’
ApoA 2Rok 5 - TGTGGGCTGAGATCTGAG- 3’
EXON 3

ApoA 3F 5- AGGCAGCAGGTTTCTCAC- 3’
ApoA 3Rok 5- CTGGCTTCAACATCATCC- 3’
EXON 4

APOA F 5 -TTCTGTCTCACCCTCCAG-3’
APOA R 5 -TTTATTCTGAGCACCGGG-3’
APOA FINT 5°- CACGAGCTGCAAGAGAAG-3’
APOA RINT 5- CACTGGGTGTTGAGCTTC-3

Juego de primers para amplificar en el gen ABCA1:

EXON 23
23 F: 5°- CCAGTGCTTACCCCTGCTAA-3
23 R: 5- AACAGAGCAGGGAGATGGTG-3
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EXON 49

F 49: 5- GGGTTCCCAGGGTTCAGTAT-3’

R 49: 5- GATCAGGAATTCAAGCACCAA-3
Jueqo de primers para amplificar en el gen LCAT

EXON 1

CAT1F: 5°"CAC TGG CCA GGC CGT CCC TC-3
CATIR: 5°GGG GCT TAT GCA GGG CAG AAG -3’
EXON 6

CAT6F: 5°CTT GCT CCA TAT CCA CAG-3’
CAT6R: 5°CAG GGC TTA CGG TAG CAA -3’

Juego de primers para amplificar en el gen ECA

Rev: 5"CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT -3’
For: 5"GATGTGGCCATCACATTGGTCAGAT -3’

Juego de primers para amplificar en el gen ApoE

La secuencia de los oligos fue obtenida de Zivelin et al, 1997.

Rev: 5-TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA -3’
For: 5-GCCCCGGCCTGGTACACTGCCA -3°

Amplificaciéon en el gen MTHER

Se realiza mediante un kit comercial, ATGen.

METODOS:

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se obtuvo de leucocitos a partir de 6mL de sangre periférica utilizando un
kit de extraccién de ADN (ADNfacil, ATGen). El método se basa en la lisis celular con detergente,

eliminacion de proteinas con cloroformo y posterior precipitacion con etanol.

Cuantificacion de la concentracién de las soluciones de ADN

Las concentraciones de soluciones de ADN se realiza por mediciones espectrofotométricas
de DO a 260nm, teniendo en cuenta que: 1 DO equivale a 50 ug/mL de ADN. La concentracion del
ADN obtenido es estimada en muchos casos por la intensidad de la fluorescencia en geles de
agarosa con bromuro de etidio (BrEt), método utilizado ademas para verificar la calidad del ADN.
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Amplificacién de ADN por la técnica de PCR.

Con el ADN obtenido de cada paciente se realizan las amplificaciones en las siguientes
condiciones: ADN 20-50ng, MgCl2 1.5mM, Tampoén 1X, primers directo y reverso 50 pmoles cada

uno, mezcla de dNTPs 0.2mM c/u, enzima Taq polimerasa 0.025U/ pL.
Para realizar las distintas amplificaciones se utiliza el siguiente programa:
La mezcla se somete a una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos y luego
35 ciclos que consisten en: 94°C -30 seg
X°C -1 min (*)
72°C -30 seg.
Finalmente se realiza 1 ciclo final de extension a 72°C durante 5min.

(*) La temperatura de apareamiento varia segun la composicién de los primers utilizados.

Primers TM(°C) | Fragmento amplificado(pb)
ApoA P1F-ApoA P1Rok 58 356
ApOoA 2F ApoA 2Rok 56 337
ApOoA 3F ApoA 3Rok 54 335
ApoAl F -ApoAl1R 52 662
ApoAlFint- ApoAlRint 53 329
F23 - R23 57 446
F49 -R49 54 436
CAT1F-CATI1R 56 357
CAT6F-CAT6R 47 610

Andlisis de los productos de PCR en geles de agarosa

Los diferentes fragmentos de ADN obtenido de las distintas amplificaciones por PCR,
fueron analizados en geles de agarosa de 15x8 cm; 0.8 % para los fragmentos grandes (mayores a
500pb) y 2% para los fragmentos chicos (menores a 500pb). Se trabajoé con buffer TBE 0.5X con
0,5 ug/mL de BrEt. La migracion se realizé a 25mA durante 30 minutos.
Composicion del TBE 5X: 89 mM Tris, 89 mM acido bérico, 2 mM EDTA.
El buffer de carga utilizado consistié en: 50% Glicerol, 0.2 M EDTA pH 8.3; Azul de Bromofenol
0.05%. La visualizacién del ADN se realiza utilizando un transiluminador de luz U.V.

Purificacién de fragmentos de ADN amplificados

Se realiz6 utilizando el kit comercial CLEANaprepll DNA isolation kit, ICN Biomedicals. Se
basa en la propiedad del ADN doble cadena a unirse a la fibra de vidrio en presencia de altas
concentraciones de GuSCN, NaClO4 y Nal. Luego de realizar las 3 etapas de lavado para eluir
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restos de proteinas, RNA y otros contaminantes, finalmente se eluye con agua o Tris-EDTA por
centrifugacion. Posteriormente se analiza en un gel de poliacrilamida.

Andlisis en geles de poliacrilamida

El analisis de los productos amplificados y posteriormente purificados, se realiza en geles
de poliacrilamida. De esta manera se constata la presencia del fragmento deseado y se verifica su
tamafio. La migracion se realiza a 120V, durante 1 hora.

Composicion del gel: Acrilamida 29.2%/Bisacrilamida 0.8% (en TBE 0.5X)

0.8% Persulfato de amonio 10% en agua

0.08% TEMED
Composicion del tampén de corrida: TBE 0.5X
La presencia de las bandas se ponen en evidencia mediante la tincion del gel con nitrato de plata.
Una vez finalizada la migracion, se coloca el gel durante 5 minutos en una solucion fijadora (sol. 1),
luego se coloca 8 minutos en la solucién de nitrato de plata (sol. 2), se lava con agua destilada el
menor tiempo posible (10 segundos) y luego se lo coloca en la solucién reveladora (sol.3) hasta la
aparicion de las bandas. El posterior secado del gel se realiza colocando el mismo entre 2 hojas de
papel celofan.

Composicion de las soluciones de tincion:

Solucién 1: 0.5% acido acético glacial
10% etanol 95%
Solucién 2: 0.2% nitrato de plata en agua

Solucién 3: hidréxido de sodio 0.75M
formaldehido 0.66%

Determinacién de los pesos moleculares de los fragmentos

El peso molecular se determina por comparacion con diluciones de los siguientes
marcadores moleculares: 100bp DNA ladder (GibcoBRL); 25pb DNA ladder (GibcoBRL) en geles
de poliacrilamida.

Secuenciacién de los fragmentos

Los fragmentos obtenidos son secuenciados en un secuenciador automdtico, servicio

contratado.
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Andlisis de las secuencias

El alineamiento y comparacion de las secuencias de los pacientes con las secuencias
obtenidas de diferentes bases de datos se realizan utilizando los programas Chromas y Gene
Runner.

Andlisis de genotipos

El analisis del genotipo del gen de ApoE, asi como la deteccién de la mutacién C677T en el
gen MTHFR y la deteccién de la insercion/delecion en el gen de la ECA, se llevaron a cabo con los
sistemas de genotipado descritos anteriormente.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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La importancia de este trabajo radicé en la blisqueda de mutaciones en genes candidatos
responsables de las hipoalfalipoproteinemias primarias. Los genes estudiados fueron: el gen de la
apolipoproteina Al, componente proteico mayoritario de las HDL, el gen del transportador de
membrana ABCAL, involucrado en el transporte reverso de colesterol desde las células de tejidos
periféricos hacia el higado y el gen de la LCAT, proteina esterificadora del colesterol libre de las
HDL.

La estrategia para este estudio consistid en realizar la amplificacion por PCR de las
diferentes regiones y un analisis posterior de la secuencia de los fragmentos. Se disefiaron
cebadores especificos tomando como referencia las secuencias genémicas publicadas en la base
de datos del Instituto Sanger (ref. 31). Esta base, de acceso gratuito, consta de un software que
produce y mantiene la anotacién automatica de genomas eucariotas seleccionados. Esta anotacién
de mas de 18.000 transcriptos completos ha sido posible gracias a una combinacién entre los
equipos de Ensembl y los de La Habana. La caracteristica de cada juego de primers se analizé con
el programa Gene Runner. En cada uno de los sistemas debieron ser optimizadas las
concentraciones de ADN, cloruro de magnesio, primers, unidades de enzima, ademas de la
temperatura de apareamiento ADN-cebador y tiempos de extension.

Luego de cada amplificacion, el fragmento puro se envié a secuenciar. Una parte de las
secuencias se realizaron en el Instituto Pasteur mientras que para otras se utilizé el servicio de
Macrogen (Korea). Para el andlisis de las secuencias se utilizaron los programas Chromas Lite
versién 2.01 y Gene Runner version 3.05. El primero se utiliza para visualizar los cromatogramas
de las secuencias, editarlas, copiarlas y exportarlas en formato de texto. El segundo nos permite
desplegar una secuencia de ADN con su complementaria, encontrar determinado motivos dentro
de esa secuencia, observar el corte por diferentes enzimas de restriccion, realizar la comparacion
entre la secuencia del paciente y la secuencia obtenida de la base de datos, disefiar juegos de
cebadores, etc.

Se trabajé con una poblacién seleccionada de 25 individuos provenientes de la Comisién
Honoraria para la Salud Cardiovascular, que presentaron valores de HDL-colesterol inferiores al
percentil 10. Como los valores bajos de HDL pueden ser debido a distintas causas, se realizé un
andlisis de la historia clinica da cada paciente para descartar que esos valores fueran debido a un
sindrome metabdlico y se seleccionaron aquellos pacientes donde el bajo HDL pareci6é tener un
origen genético. Esto hizo que el nimero de pacientes fuese solamente de 25. Para aumentar esta
poblacién, se tratdé de conseguir la cooperacion de otros centros asistenciales, pero el resultado fue

practicamente nulo.
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Asi, luego de realizar la seleccion de la poblacién, se procedié al estudio genético de la
misma.

Analisis del gen apoAl

A continuacion se presenta un resumen de los cambios encontrados al secuenciar todo el
gen. De izquierda a derecha se indica: el nombre del gen analizado, la ubicacién dentro del gen, el
cambio nucleotidico encontrado y el nimero de pacientes que presentan el cambio. El niUmero total

de pacientes analizados fue de 25.

GEN Ubicacién Cambio N° Pacientes con cambios
ApoAl promotor polimorf. A-75G 7

exon 1 S/IC

intron 1 S/IC

exon 2 S/IC

intrén 2 polimorf. T785C 18

exoén 3 S/C

intrén 3 S/IC

exon 4 mutacién G2006C 2

intron 4 S/IC

S/C: sin cambios. La numeracion para localizar la posicién de los cambios en la secuencia de
nucledtidos se realiza tomando como referencia la secuencia publicada segin Shoulders et al,
1983.

Andlisis de los cambios encontrados:

e En el promotor se encontrd, en 7 de los 25 pacientes analizados, el polimorfismo Mspl
previamente descrito A-75G (figura 9).

671IROK PE  Run ended: Moy 25, 2006
120 130
& & 6L C C & & C C E@I}  c C C TG T

Figura 9: Parte de la secuencia de la regiéon promotora del gen apoAl donde se muestra el cambio

nucleotidico.
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Esta transicion ha sido estudiada extensamente. El alelo A se ha asociado, en algunos estudios,
con concentraciones mas altas de ApoAl y HDL-C frente a los individuos con el alelo G. Otros
estudios han encontrado resultados que estan parcialmente de acuerdo o que son totalmente
opuestos a estos. Un meta andlisis que incluye alguno de estos resultados, ha demostrado que el
alelo A podria estar asociado con un pequefio aumento (aprox. 0.05 g/L) de ApoAl (Ordovas,
2002). La inconsistencia entre los resultados obtenidos, podria ser el resultado de las interacciones
con factores ambientales que modulan el efecto de este polimorfismo. En estudios realizados, en
donde se interviene sobre la dieta de los pacientes, se ha visto que el alelo A esta asociado con el
aumento de LDL-C en respuesta a cambios realizados en una dieta lipidica. En hombres y en
mujeres luego una dieta rica en acidos grasos poli insaturados (PUFAs), se vi6 que el efecto
hipercolesterolémico, fue mayor en mujeres con genotipo G/A que en mujeres con genotipo G/G.
Sin embargo, en los hombres el alelo A no es un predictor a esta respuesta. Una posible
explicacion para la asociacién del alelo A con altos niveles de HDL y apoA-I en mujeres pero no en
hombres podria ser que el sitio polimérfico esta ubicado en una regién del promotor que regula la
expresion del gen en respuesta a una estimulacién hormonal (Pagani et al, 1990).

En otros estudios, hombres con una dieta baja en lipidos, seguida de una dieta rica en
acidos grasos mono insaturados, demostrd que los niveles de LDL-C aumentan si tienen genotipo
G/A en lugar que G/G. Lo que es concordante entre estos estudios, es que los individuos
portadores del alelo A responden mas a los cambios dietarios que los portadores del genotipo G/G.
Esto ha llevado a establecer que los acidos grasos de la dieta, especialmente los PUFAs, pueden
modular la expresion génica. Un estudio realizado por Ordovas et al, 2002, mostré6 cémo la dieta
lipidica modula la asociacion entre el polimorfismo G-75A y la concentracion de HDL-C. Se observo
qgue los individuos portadores del alelo A, frente a un consumo de PUFAS, presentan mayor
concentracion de HDL-C.

El polimorfismo -75G/A se ubica en una regién rica en GC. Estas regiones son sitios blanco
de metilacion, por lo que la presencia de una A o una G puede influir en la eficiencia de la
transcripciéon del gen. No se han identificado proteinas de unién al ADN en ese sitio especifico en
ensayos realizados con el alelo G, pero si se ha identificado un elemento de respuesta a farmacos
localizado muy cerca de ese sitio. (Ordovas, 2002).

La secuencia desde el nucle6tido -380 al -410 es la siguiente:

5- CAGCAA-CAGGGC-CGGGGC-TGGGCTTATCAG-3’

La presencia de una A crea un repetido de 6pb (CAGGGC) que podria permitir la formacion

de una estructura secundaria en el ADN, y esto podria estar interfiriendo de alguna manera en la
unién de las proteinas del aparato transcripcional.

La regién del ADN que rodea el polimorfismo es un fragmento de 51 pb rico en GC y
contiene un repetido invertido compuesto por 2 elementos de 14 y 15bp.
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—

5-ACAGG| GCC

AGGGCTGGGCT

-75

TATCAGCCTCCC

4_

AGCCCAGACCCTGGC

TGCAGACATAAATA-3’

La homologia y la autocomplementaridad del repetido invertido se desorganiza cuando una

G esta presente en lugar de una A en la posicion —75. Se ha visto que ambos elementos, el directo

y el invertido, estan involucrados en la regulacion de la expresion génica (McKnight et al, 1982).

Las mutaciones puntuales dentro de estos elementos, ya sea de origen natural, como ocurre en el

gene de la beta globina humana (Orkin, et al 1982), o producida por mutaciones in vitro, como en

los genes de la beta globina en el ratén (Myers et al, 1986), reducen la actividad transcripcional.

Una mutacién que altera la Gltima A de la secuencia: 5"-AGGGCCA- 3" en el gene de beta globina

del ratén produce una reduccion drastica de la tasa de transcripcion. Este motivo es idéntico al del

promotor de apoAl y esa base es justamente donde ocurre la transicién A>G en la posicién —75
(Myers et al, 1986).

En las regiones intronicas 1y 3, y exones 1, 2 y 3 no se ha encontrado ningun

cambio en la secuencia nucleotidica.

En el intron 2 se ha encontrado el polimorfismo T785C no descrito ain en la

literatura. De los 25 individuos analizados, 11 de ellos son heterocigotas T/C (fig. 10),

mientras que 7 individuos son homocigotas C/C. Un primer andlisis de la secuencia

muestra que este cambio no involucra ningun sitio de splicing por lo que en principio no

estaria afectando la maduracioén del transcripto.

apoa2-—42
apoalex?2

101 gricTeceTal

CTTCTCCCTA
TTTCTCCCTA

Figura 10: Alineamiento entre la secuencia tomada de la base de datos (apoalex2) y la

secuencia de uno de los pacientes que presenta el polimorfismo (apoa2-42). En la fila superior

(101) se muestra resaltada la base donde no hay coincidencia entre ambas secuencias.

El resultado mas importante ha sido el hallazgo de una mutacién que consiste en el

cambio G2006C en el exén 4 en 2 pacientes de una misma familia. Esta mutacién

implica un cambio del codén 153 CGC por CCC lo que lleva a un cambio de

amino&cidos (Arg->Pro).

Esta nueva mutacion,

que se ha denominado

ApoAlpmontevideo. NO se encuentra descrita alin en ninguna base de datos.

La familia analizada consta de una paciente de 60 afios (PG) que presenta una cardiopatia

coronaria con una severa deficiencia de HDL-C (4 a 6mg/dl). Su hijo de 30afios (PS), presenta
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valores de HDL-C de 8 a 14 mg/dL. Esta familia presenta un comportamiento sano con un
adecuado control alimentario y médico. No se registra sedentarismo, tabaquismo ni obesidad.

Los datos bioquimicos de estos 2 pacientes, obtenidos por la clinica del Dr. Alallén, son los
siguientes: PG

Apolipoproteina Al: 26 mg/ dL (VR: 104-225)
Apolipoproteina B: 73 mg/dL (VR: 60-117)
Cociente apoB/ apoAl: 2,8 (VR: 0,7)

PS

Apolipoproteina Al: 17 mg/ dL (VR: 104-225)
Apolipoproteina B: 132mg/dL (VR: 60-117)
Cociente apoB/ apoAl: 7,8 (VR: 0,7)

Luego de la extraccién de ADN, amplificacion por PCR de la region especifica (exén 4), y
purificacién del fragmento, éste se envia al secuenciador automético (Fig. 11).

Secuencia de referencia i /
0 580 [ 590
= o = C [ S S T = T G G

Mwmmw Ml

Secuencias analizadas
440 450
=2 S 1 C =T S A = T = &=

e e AR

Figura 11: Secuencia del exdn 4 de la ApoAl donde se indica el cambio nucleotidico.

Como se mencion6 antes, esta mutacion, que consiste en un cambio G2006C en el exén 4
de la apolipoproteina Al, implica un cambio del codén 153 que codifica para arginina (CGC) al
codon CCC que codifica para prolina (Argis->Pro). La arginina es un aminoacido cargado
positivamente, mientras que la prolina (no cargado) presenta una amina secundaria (imina) que se
mantiene en una conformacion rigida y eso produce una reduccion en la flexibilidad estructural de
una proteina en ese punto.

Arginina: NH o Prolina:
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La posicién se localiza en el dominio central, que comprende los aminoacidos 144 al 186,
dominio de suma importancia ya que esta involucrado en la reaccion de activacion de LCAT.
Generalmente las argininas son los residuos que evolutivamente mas se conservan. La sustitucion
de una arginina por una prolina en la o—hélice de ese dominio central, estaria alterando la carga
electrostatica y la flexibilidad de la estructura, por lo que podria estar afectando la interaccion con
la enzima y no se daria de manera adecuada la reaccién de esterificacion.

Se realiz6 un analisis de la consecuencia de la mutacion utilizando el programa PolyPhen
(ref. N° 64). PolyPhen es una herramienta automatica para la prediccion de los posibles efectos de
una sustitucién de aminoacidos en la estructura y funcién de una proteina humana. Esta prediccién
se basa en reglas empiricas sencillas que se aplican a la secuencia, a la filogenética y a la
informacion estructural, y asi con estos elementos se caracteriza la sustitucion. El resultado fue
gue “la variante predice ser probablemente dafina”.

A continuacion se muestra la secuencia de la proteina donde se indica mediante un circulo
el aminoacido cambiado.

1 AGAGACTGCGAGAAGGAGETCCCOCACGEOCCTTCAGGATGAAAGCTECGETGECTGEACCT
- - . . . M ——F——A AW T

61l TGGCGTGCTCT T TGAC GGG GAGCCAGGCTCEGCATTTCTGECAGCAAGATGCAACCCT

8 L——a— —T—G— —F——T— —O——D—E—P——

121 CCCAGAGCCCCTGGGATCGAGTGAAGGACCTGGOCACTGTGTACGTGGATGTGCTCAALG
28 P——Q—S5 -PFP——W—D—R—%——K—D——T——A —T——¥——F——W¥——D——¥——L—K——

181 ACAGCGGCAGAGACTATCTGTCCCAGTTTGAAGGCTCCGOCTTGGEGAAAACAGCTAAACCT

48 D——5——G——R—D——¥——¥——S5——Q—F——E——G——S5——&——L——G——K——Q——L——H——

TaaACC T T T GAC A AT GGG ACAGCGTGACC TOCACCTTCAGC ARG TGOGCEALTAGT

301 TCGSCCCTGTGACCCAGGAGTTCTGGGATAACCTGGAAAAGGAGACAGAGGGCCTGAGGC
g8 .——G——PFP——%¥—T—Q—E—F——W—D——H T —FE—K—E T —E——G——L —R——

v S
AGCGAGATGAGCAAGGATC TEGAGEAGGTGAAGGOCAAGGTGCAGCCCTACCTEEACSACT
S——FE——D——L—E—E——V——K——A——K——V——0——P— —=D=—D——

——E——H—— B

W
421 TCCAGAAGAAGTESCAGGAGGAGATGGAGCTC TACCGCCAGAASGTGEAGCCGCTGCOGCG
128 F——Q——K—-K-—W——(Q——E -E M E I ¥ R -0 K —¥ _E P 1 R __

CAGAGCTCCAAGACCSGOGCGUGCCCAGAAGCGCTGCACGAGCTECAAGAGAAGCTGAGCCOC AT

S R
541 TGGECEAGGAGATSCGCGACTECGTE P CCATGTGGACGCGC TECECACECATCTGG
168 L——G——E——E——M——R——D——R——A2 A——H——V——D——A —L—=R=—T——H——L——

¥
601 CCCCCTACAGCGACGASCTGCGCCAGCECTTGECCGOGCGOCTTGAGGCTCTCALGGAGA
ig8 o P -V -S-—D - E L R QR I —A A R L —E & L K —E——

R
ACGECEECECCAGACTGECOGEAGTACCACGOCAAGGOCACCGEAGCATC TGAGCACGCTCA

=3
S GAGAAGGC A A CCGCGC TCCAGGACCTCCGCCAAGGCC TG TGO OO TG TGEAGA

GCTTCAAGGTCAGCTTCCTGAGCGC TCTCGAGGAGTACACTAAGAAGC TCAACACCTAGT
s —F K -V -5 -F LS A I -—FE - -E VvV —T—K —K L —H——T——(Q——

W
2841 GAGGLCGLCCGCCGOCGOCCCCCTTCCOGE TGO TCAGAATAAACGTTTCCAAAGTGGE

Este hallazgo nos ha permitido publicar el articulo que sigue a continuacion.

37



Andlisis de los exones 23 vy 49 del gen ABCA1:

La secuencia completa del gene ABCA1 se extiende 149 kb, y esta constituida por 50
exones. El hecho de que el gene sea de ese tamafio hace practicamente imposible, desde el punto
de vista econémico poder realizar un analisis completo del mismo para cada paciente. Basandonos
en la bibliografia, se eligieron los exones 23 y 49 para comenzar con el andlisis ya que en esos
exones es donde se han reportado el mayor nimero de cambios.

A continuacion se presenta un resumen de los cambios encontrados al secuenciar los
exones 23y 49 del gen.

GENE Ubicacién Cambio N° Pacientes con cambios/N° pacientes analizados
ABCAl exon 23 S/C 0/25

exon 49 S/C 0/25

intrén 49 polim. C6640G 8/25

S/C: sin cambios.

La numeracion para localizar la posicion de los cambios en la secuencia de nucleétidos se
realiza tomando como referencia la secuencia del transcripto.

Andlisis de los cambios encontrados

e Enlos exones 23y 49 no se registrd ninglin cambio en las secuencias analizadas.

e En el intron 49 se halld6 el polimorfismo C6640G en 8 de los 25 pacientes
analizados (Fig 12). Al obtener este resultado, se pensé que este polimorfismo
podria correlacionarse con valores bajos de HDL-C. Para ello se extendi6 el
analisis a 8 individuos con valores normales de HDL-C. De estos 8 individuos, 3
presentaron el polimorfismo. Los resultados mostraron que las frecuencias de
dicho polimorfismo son similares en ambas poblaciones, 0.32 y 0.37 para las
poblaciones de bajo HDL-C y HDL-C normal, respectivamente. Por lo tanto este
cambio nucleotidico no estaria relacionado con esta patologia.
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Figura 12: En la parte superior de la figura se muestra la secuencia que presenta el polimorfismo.

En la parte inferior se muestra la secuencia normal.

Analisis de los exones 1y 6 del gen LCAT:

En el exdn 1 no se registrd ningiin cambio en las 25 secuencias analizadas.
En el ex6n 6, en 6 de los 25 pacientes, se encontré el polimorfismo C4886T que corresponde a
una mutacion silenciosa en el codon 369 que involucra una leucina (CTG->TTG) (Fig. 13).
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Figura 13: Region de la secuencia del exdn 6 de LCAT donde se muestra el cambio de coddn
CTG->TTG.
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Se sabe que en genes de eucariotas y procariotas la selecciéon de codones sinGnimos no
se da de manera aleatoria. La mayoria de los genes en un organismo muestran un sesgo hacia
seleccionar las mismas opciones de codones sindnimos existiendo una correlacion positiva entre el
uso de codones de los genes altamente expresados. El uso desigual de codones en las regiones
codificantes, parece ser una caracteristica universal en los genomas. Esta tendencia obedece
principalmente tanto al uso desigual de los aminoéacidos en las proteinas existentes, asi como al
uso desigual de codones sindénimos. La tendencia en el uso del codones sindnimos tiene
correlacion con la abundancia del correspondiente ARN de transferencia. Se ha encontrado
evidencia experimental que sugiere que la velocidad de traduccién entre genes es variable y se
propuso que la elongacién durante la traduccion es el factor limitante en la tasa de traduccion,
argumentando que el grado en que el ribosoma hace més lento su movimiento es proporcional al
inverso de la concentracion de los ARNt. (Varenne, et al. 1984).

Existen varios ejemplos donde se hace evidente la influencia de mutaciones silenciosas en
la expresion de un gen. Uno de ellos se observa en el gen CYP2D6 que codifica una enzima que
actia en el metabolismo de varios farmacos (beta-bloqueantes, antidepresivos, antiarritmicos, etc).
Estudios de expresion llevados a cabo en células Huh7, han demostrado que la presencia de la
mutacién silenciosa 2939G>A en el exén 6 (variante 2D6*59) produce una reduccion 3:1 en los
niveles de ARNm. Esta disminucién hace que se vea alterada la funcién de la proteina apareciendo
un fenotipo de oxidacién disminuido (Toscano et al, 2006).

Una situacion de similares caracteristicas ocurre en el receptor de dopamina D2 (DRD2),
donde se ha visto que la mutacion silenciosa 957T en este gene afecta la estabilidad de los ARNm
y la sintesis del receptor se ve disminuida. La mayoria de los elementos que regulan la estabilidad
de los ARNm se encuentran localizados en los extremos 5” y 3" UTRs de los mismos. Sin embargo,
esta mutacion que afecta la estabilidad del ARNm se localiza en la region codificante. Los
mecanismos por los cuales las mutaciones en regiones codificantes influyen en la estabilidad son
complejos. Se postula que una de las causas podria deberse a que el cambio afecta la estructura
secundaria de la molécula. (Duan J, 2003).

En el transportador de membrana ABCB1 (multidrug resistance 1 polypeptide, MDR1),
también se ha visto que el nivel de ARNm se ve disminuido a causa de una mutacion sinénima.
Este transportador regula el eflujo de algunas drogas y xenobibticos. Dentro de los muchos
polimorfismos presentes en el gene, el cambio sinénimo 3435C > T, se ha asociado con una
disminucion en los niveles del ARNm y proteina.(Wang D, 2005).
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Una tabla de preferencia del uso de codones en el genoma humano, publicada por el
Weizmann Institute of Science, muestra los siguientes resultados de uso de codones para el

aminoécido leucina:

Codén Frecuencia relativa respecto a
codones sindnimos
CUG 0.43
cuc 0.20
Cuu 0.12
UuG 0.12
CUA 0.07
UUA 0.06

Utilizando el programa Codon Usage Database se logré determinar la frecuencia de uso de
los diferentes codones para aminoacido leucina en el gene de la LCAT. Los resultados que

obtuvimos son los siguientes:

Codbn Frecuencia relat.iva r.especto a
codones sin6nimos
CUG 0.55
cuc 0.30
Cuu 0.05
CUA 0.05
UuG 0.04
UUA 0.00

Como se observa, el codéon UUG presenta una frecuencia de uso relativa mucho menor
gue el coddn CUG. Si bien el cambio nucleotidico C4886T no implica un cambio de aminoé&cido, el
hecho de utilizar un codén diferente podria influir en la vida media del ARN mensajero asi como en
velocidad de traduccion. Sin embargo, este polimorfismo descrito por Recalde y col. 1999,
demostré lo contrario. Utilizando la técnica de RFLP, realizaron un estudio de 91 pacientes con
hipoalfalipoproteinemia y de 100 individuos seleccionados al azar. En los pacientes afectados la
frecuencia alélica fue la siguiente: 12/170 T/C, mientras que en los 100 pacientes control, la
frecuencia alélica fue 14/186 T/C. Como se observa en este estudio, no se encontré una asociacion
significativa entre el polimorfismo y el bajo HDL-C.
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Andlisis de los alelos de riesqgo de ApoE, ECAy MTHFR

Se realiz6 el genotipado de los genes ApoE, ECA y MTHFR para determinar el nUmero de
alelos de riesgo presentes en cada paciente y para estudiar la posibilidad de un sesgo de
determinado genotipo hacia la poblacién con bajo HDL.

A continuacion se muestran los célculos de las frecuencias genotipicas para el total de la
poblacién (25 pacientes), y luego se hace un andlisis por separado entre los individuos con los
valores mas bajos de HDL y con los que poseen valores mayores de HDL.

Tomando el total de la poblacién de 25 individuos:

ApoE: (N=25) Frecuencia
E2/E3: 4 0.16
E3/E3: 12 0.48
E3/E4: 9 0.36

ACE: (N=25)

ID: 9 0.36
n 7 0.28
DD: 9 0.36

MTHFR: (N=22)

CT: 12 0.54
CC: 8 0.36
TT: 2 0.1

Tomando la poblacién con més bajo HDL (<30mg/dL)

ApoE: (N=10) Frecuencia
E2/E3: 0 0
E3/E3: 7 0.7
E3/E4: 3 0.3

ACE: (N=10)

ID: 4 0.4
n 2 0.2
DD: 4 0.4

MTHFR: (N=10)

CT: 7 0.7
CC: 3 0.3
TT: O 0

Si se toma la poblacién con mayores valores de HDL (30-40mg/dL)
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ApoE: (N=15) Frecuencia

E2/E3: 4 0.26
E3/E3: 5 0.33
E3/E4: 6 0.40
ACE: (N=15)

ID: 5 0.33
I: 5 0.33
DD: 5 0.33
MTHFR: (N=12)

CT: 5 0.42
CC: 5 0.42
TT: 2 0.16

La siguiente tabla presenta una comparacion de las frecuencias genotipicas de estos tres genes
para 2 poblaciones contrastantes en valores de HDL-Colesterol:

ApoE Poblacién Total HDL <30mg/dL HDL 30-40mg/dL Poblaciéon HDL >40mg/dL
HDL<40mg/dL

E2/E3 0.16 0 0.26 0.09

E3/E3 0.48 0.7 0.33 0.58

E3/E4 0.36 0.3 0.40 0.30

ECA

ID 0.36 0.4 0.33 0.49

I 0.28 0.2 0.33 0.23

DD 0.36 0.4 0.33 0.28

MTHFR

CT 0.54 0.7 0.42 0.49

CcC 0.36 0.3 0.42 0.35

TT 0.1 0 0.16 0.15

El analisis de estos resultados se realiza con las frecuencias obtenidas de la poblacion total
(HDL<40mg/dL) para tener un nimero mayor de individuos.

Respecto a la apolipoproteina E, se vio un aumento en la frecuencia de los genotipos
E2/E3 (0.16 vs 0.09) y E3/E4 (0.36 vs 0.3) comparado con la poblacién con valores de
HDL>40mg/dL, y una disminucion de la frecuencia del genotipo E3/E3 (0.58 vs 0.48).

Para los alelos del gen ECA se observa un pequefio aumento de la frecuencia de los
genotipos DD (0.36 vs 0.28) e 11 (0.28 vs 0.23), y una disminucion de la frecuencia del heterocigota
(0.49 vs 0.36).

Para la MTHFR los valores no difieren demasiado entra ambas poblaciones.

No es vélido realizar un test estadistico para estudiar si los genotipos se encuentran en equilibrio
de Hardy-Weinberg debido al bajo numero de pacientes.
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TABLA DE RESULTADOS: resumen de todos los cambios encontrados. (S/C: sin cambios)

N° Edad / apoAl
paciente sexo Prom, exdn 1 e [Ex6n 2 e intrén|Exon 3 e ABCA ABCA LCAT MTHFR | N° alelos
HDL intrén 1 2 intron 3 [Exén 4 eintrén 4| Ex6n 23 |Ex6n e intrén49| Exén 1 LCAT Ex6n 6 ApoE | ACE C667T |deriesgo
(mg/dL)

1 58/F 6 sic Polim. T785C | SIC_ | G2006C R153P | SIC sic sic sic E3E3| ID cT 2
2 30/M 75 sic Polim. T785C | SIC | G2006CR153P | SIC sic sic sic E3E3| Il cc 0
3 55MM 32 Polim. A -75 G sic sic sic sic sic sic sic E3E3| DD cT 3
4 28M 19 sic Polim. T785C | _siC sic sic sic s/C__ | Polim. C4886T L369L | E3/E3 | I cT 1
> 33M 23 Polim. A-75G | Polim. T785C | sic sic sic | Polim.C6640G | sic sic E3E3| ID cT 2
6 85/M 6 Polim. A-75 G sic sic sic sic sic sic sic E4E3| ID cc 2
7 24/F 25 sic sic sic sic sic | Polim.C6640G | sS/C | Polim.C4886T L369L | E3/E3 | ID cT 2
8 58IM 28 Polim. A-75 G sic sic sic sic sic sic sic E3E3 | DD cc 2
9 47TM 22 sic Homo C785C | SiC sic sic sic sic sIc E4E3| DD cT 4
10 19/F 29 sic Polim. T785C | SIC sic sic | Polim.c6640G | s/c | Polim.C4886T L369L | E4E3| DD | ccC s
1 1UF 29-36 sic Polimorf. T785C| _ S/C sic sic__ | Polim.C6640G | s/C sic E3E3 | I cT 1
12 49M 9 sic Polimorf. T785C| _ SiC sic sic | Polim.C6640G | sic sic E4E3 | DD cc 3
13 30/F 31 Polim. A -75 G sic sic sic sic__ | Polim.C6640G | s/C sic E4E3| ID cc 2
14 7AIF 34 sic Polimorf. T785C | sic sic sic | Polim.C6640G | sic sic E4E3| ID cT 3
15 24M 34-55 sic Polimorf. T785C | sic sic sic | Polim.C6640G | sic sic E2E3| ID cT 3
16 60/M 33 sic Homocig C785C | S/C sic sic sic sic sIC E2E3| I 1
17 48/M 33-38 sic Polimorf. T785C | s/C sic sic sic sic sIC E2E3| Il cT 2
18 S9/F 38-62 | Polim.A-75G |Homocig C785C| SIC sic sic sic sic sic E2E3| ID cc 2
19 10/F 23-68 sic Polimorf. T785C | sic s/c sic sic sic sic E3E3| ID 1
20 43M 35 Polim. A-75G | Homocig C785C| S/C s/C s/C s/C sIC s/C E3E3| DD 2
21 13Mm 30-62 sic Polimorf. T785C | sic sic sic sic sic sic E3/E3 | DD cT 3
22 38/F 37 sic sic sic sic sic sic s/c__| Polim. C4886T L369L | E3/E3 | DD T 4
23 34/M 25-50 sic Homocig C785C|  S/C sic sic sic sic s/C E4/E3 | DD cc 3
24 50/F 34 sic Homocig C785C | SIC sic sic sic sic__| Polim. C4886T L36OL | E4/E3 | I T 3
25 58/M 37 sic Homocig C785C |  S/C sic sic sic sic  |[Polim. C4886T L369L | E4E3 | Il cc 1

En la columna “N° de alelos de riesgo” se suma el nimero de cada uno de ellos: alelos E4 y E2 para ApoE, alelo D para ECAy alelo T

para MTHFR.
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Se ha visto de la adicion de factores de riesgo cardiovascular se asocia a un aumento del
riesgo de eventos cardiovasculares (Baena et al, 2002). El paciente N° 2 no presenta ninguno de
los alelos de riesgo para los genes ApoE, MTHFR y ACE, pero presenta la mutacion R153P. En
este paciente, esta mutacion, es la variante genética que estaria explicando el fenotipo observado
de muy bajos valores de HDL-C. La paciente N° 1, madre del anterior, presenta 2 alelos de riesgo y
la misma mutacién que su hijo, por lo que su fenotipo podria llegar a ser mas severo. Los pacientes
9y 22 son los que poseen mayor cantidad de alelos (4), los pacientes 3, 10, 12, 14, 15, 21,23y 24
poseen 3 alelos de riesgo, los pacientes 1, 5, 6, 7, 8, 13, 17, 18 y 20 poseen 2 alelos, los pacientes
4, 11, 16, 19 y 25 poseen 1 alelo mientras que, como ya se mencioné el paciente N°2 no posee
ningun alelo de riesgo.

Si a estos alelos de riesgo le sumamos el nimero de polimorfismos encontrados en

cualquiera de los tres genes ApoAl, ABCALl y LCAT, el resultado es el siguiente:

N° paciente| Edad / HDL N° alelos de riesgo
sexo (mg/dL) | ApoAl ABCA LCAT ApoE ACE MTHFR + poliomorfismos
1 58/F 6 2 0 0 0 1 1 4
2 30/M 75 2 0 0 0 0 0 2
3 55M 32 1 0 0 0 2 1 4
4 28/M 19 1 0 1 0 0 1 2
5 33M 23 2 1 0 0 1 1 5
6 85M 6 1 0 0 1 1 0 3
7 24/F 25 0 1 1 0 1 1 3
8 S8/M 28 1 0 0 0 2 0 3
9 47TIM 22 1 0 0 1 2 1 5
10 19/F 29 1 1 1 1 2 0 5
1 11F | 2936 1 1 0 0 0 1 3
12 49M 9 1 1 0 1 5 0 5
13 30/F 31 1 1 0 1 1 0 4
14 741F 34 1 1 0 1 1 1 5
15 24M | 3455 1 1 0 1 1 1 5
16 60/M - 1 0 0 1 o 2
17 48M | 33.38 1 0 0 1 0 1 3
18 S9F | 3862 2 0 0 1 1 4
19 10F | 2368 1 0 0 0 1 2
20 43M - 5 o o o 5 4
21 13M | 30.62 1 0 0 0 2 1 4
22 38/F 37 0 0 0 0 2 2 4
23 34M | 2550 1 0 0 1 2 0 4
24 S0F 34 1 0 0 1 0 2 4
25 58/M 37 1 0 0 1 0 0 2

Como se observa, el analisis en conjunto de todos los polimorfismos sumado a los alelos
de riesgo, no muestra una correlaciéon con los valores de HDL-C. Analizando sus historias clinicas
vimos que tampoco se correlaciona con la precocidad de aterosclerosis.
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También se traté de establecer, con resultado negativo, la existencia de algin haplotipo
que fuera caracteristico de esta poblacion. No se encontré ninguna combinacion de alelos que
segregaran juntos.

Por otra parte, resultdé muy interesante el caso clinico del paciente N° 6. Se trata de un
hombre de 85 afios, con muy buen estado de salud, sin enfermedad coronaria y con valores de

HDL colesterol muy bajos. El perfil lipidico realizado en 3 ocasiones fue el siguiente:

TG (mg/dL) | CT(mg/dL) | HDL-C(mg/dL) | CT/HDL-C LDL(mg/dL)
72 130 6 21.66 109.6
95 169 No detectable -- 92
75 146 No detectable -- 90

Este comportamiento fenotipico, muy bajos valores de HDL-C y un estado de salud muy
bueno, resulté muy parecido a lo que ocurre con los pacientes portadores de la variante de apoAl
Milano. Esta es una mutacion presente en la apolipoproteina Al, detectada en una familia de Milan
cuyos antecedentes se pudieron rastrear por varias generaciones. Los portadores de esta variante
presentan gran longevidad a pesar de tener valores muy bajos de HDL-C y altos valores de
triglicéridos. La mutacion, ubicada en el exdn 4, consiste en la sustitucién en la posicion 173 del
aminoacido cisteina por arginina que disminuye dramaticamente los niveles de HDL-C, pero que
causa una ganancia de funcién de la proteina mejorando sus propiedades antiaterogénicas. El
fenotipo observado en este paciente nos hacia sospechar de una mutacién de caracteristicas
similares a ApoAlMilano, en principio en el gen ApoAl, o de lo contrario en algin otro gen.

Como en este paciente no encontramos ningln cambio que pudiera explicar el fenotipo,
analizamos los resultados de sus analisis clinicos.

El proteinograma E.F en suero mostré:

g/dL Valores normales g/dL
Proteinas Totales en suero 5.9 6-8
Albdmina en suero 2.6 3.3-5
Alfa 1 globulina 0.2 0.1-0.4
Alfa 2 globulina 0.47 0.6-1
Beta globulina 0.45 0.6-1.2
Gamma globulina 2.18 0.7-1.6

La dosificacion de Inmunoglobulinas fue la siguiente:

Inmunoglobulinas Valores mg/dL Valores normales mg/dL
lgG 1045 672-1536
IgA 207 79-317
IgM 1515 76-285
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Como se observa, este paciente presenta una Gamapatia Monoclonal Benigna del tipo IgM. Con
este nuevo dato se hizo una nueva revision bibliogréfica y encontramos que se podia relacionar
esta patologia con su perfil lipidico alterado.

La gamapatia monoclonal de significado incierto (o gamapatia monoclonal de importancia
no determinada) es una condiciéon que se produce por la proliferacion descontrolada de células
plasmaticas monoclonales, en ausencia de enfermedad clinica evidente. Esta proliferaciéon anormal
de un s6lo clon de células plasmaticas puede llevar a la sintesis de gran cantidad de una
inmunoglobulina homogénea o subunidades de inmunoglobulina. Hay tres signos que definen la
gamapatia monoclonal:

1. Excesiva proliferacién de células B sin aparente estimulo antigénico.
2. Bandas monoclonales o de inmunoglobulinas detectadas electroforeticamente

3. Disminucién de niveles de inmunoglobulinas.

Estas proteinas monoclonales también son llamadas paraproteinas o Proteina M (proteina de
Mieloma). En la mayoria de los casos las proteina M son indicadoras de malignidad como es el
caso de mieloma o macroglobulinemia. En la electroforesis se identifica como una banda densa y
bien definida cominmente encontrada en la zona gama, pero ocasionalmente se puede hallar en
las zonas beta y alfa. En las gamapatias monoclonales una inmunoglobulina o un fragmento de la
misma, puede detectarse en sangre y/u orina en forma de una banda o componente monoclonal. El
hallazgo de una proteina monoclonal en suero o en la orina de un paciente no implica
necesariamente la presencia de una enfermedad maligna.

La gamapatia monoclonal de significado incierto (GMSI) representa la més frecuente de todas las
gamapatias monoclonales detectadas en el laboratorio. La enfermedad se presenta con una
prevalencia en la poblacién general de 0,7 — 1,7 %, pero en los individuos mayores de 70 afios
alcanza hasta el 3% (Kyle et al, 2006).

La GMSI recibe este nombre por dos motivos:

- en la mayoria de los casos su origen es desconocido, aunque puede ser secundaria a
hepatopatias viricas, enfermedades autoinmunes, polineuropatias, etc.

- su pronéstico y evolucién es incierto, un porcentaje de los pacientes progresan al cabo de
afos hacia una enfermedad maligna tipo mieloma o linfoma.

Los criterios diagnésticos de la GMSI son: proteina monoclonal en suero <3 g/dL, células
plasmaticas en médula 6sea < 10%, sin evidencia de anemia, hipercalcemia, insuficiencia renal o
lesiones 6seas. Ante un paciente al que se le detecta una banda monoclonal en suero y/o orina, se
debe descartar mediante la anamnesis, exploracion fisica y pruebas de laboratorio la presencia de
anemia, dolores 6seos, insuficiencia renal o hipercalcemia. Del mismo modo, debe descartarse la
presencia de adenopatias o sintomas asociados a un sindrome linfoproliferativo (fiebre, sudoracion
nocturna, pérdida de peso), sobre todo en pacientes con bandas monoclonales de tipo IgM.

Ocasionalmente, la enfermedad puede evolucionar a enfermedades malignas, como el
mieloma multiple, la amiloidosis, la macroglobulinemia de Waldenstrom, y sindromes
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linfoproliferativos. El diagnéstico se realiza por el hallazgo de hiperglobulinemia en el
proteinograma electroforético plasmatico, generalmente en las regiones beta o gamma. La
cuantificacion de la proteina M se realiza por densitometria, meintras que la clase de
inmunoglobulina aumentada se detecta por técnicas de inmunofluorescencia. Las méas frecuentes
en orden decreciente son IgG > IgM > IgA. (Kyle et al, 2006).

Se ha visto que existe una deficiencia adquirida de HDL-C asociado con inmunoglobulinas
monoclonales reactivas para la apolipoproteina A-l. Las inmunoglobulinas dirigidas contra los
componentes proteicos de las lipoproteinas pueden causar alteracién del metabolismo lipoproteico.
Estos tipos de alteraciones se han descrito en pacientes con mieloma mdiltiple, xantomatosis,
Gamapatias Benignas, artritis reumatoidea, lupus eritematoso sistémico y sindrome
antifosfolipidico primario. En la mayoria de los casos, una hiperlipidemia resulta de
inmunoglobulinas reactivas contra la apolipoproteina B, presente en las VLDL y LDL. Menos
comunes han sido los casos de hipolipidemia, asociado a inmunoglobulinas reactivas contra las
HDL..

Se han reportado casos de pacientes que han mostrado niveles de HDL-C muy bajos,
inferiores al percentil 5, asociados con una gamapatia benigna y ademas con la presencia de
inmunoglobulinas séricas reactivas contra ApoAl. La presencia de anticuerpos (Ac) anti ApoAl esta
asociada con anomalias en la composicion de las HDL. El suero de estos pacientes presenta una
ausencia casi total de particulas de HDL2 (grandes y maduras), mientras que en el analisis lipidico
se vio que las particulas de HDL son deficiente de lipidos. Los anticuerpos de este tipo podrian
inducir niveles bajos de HDL-colesterol, por disminucion de la capacidad de acumular lipidos por
parte de las HDL nacientes, o por eliminaciéon de los inmunocomplejos (Ac-ApoAl o Ac-HDL) por
parte del sistema reticuloendotelial. (Méndez et al, 2002). En estos casos, la electroforesis de
lipoproteinas muestra una banda extra, lo que sugiere la presencia de complejos Ig-lipoproteinas,
pero con niveles de ApoAl y apoB no detectables. Puede que existan otros mecanismos
adicionales que podrian ser los responsables del bajo HDL. La inflamacion aguda causa
alteraciones lipoproteicas mediada por reactivos de la fase aguda y/o citoquinas. También los
mediadores de la inflamacion pueden influir en las concentraciones de HDL.

Hasta que no exista una mejor comprension de los origenes de la deficiencia de HDL
adquirida, todos los resultados hasta el momento sugieren que una marcada disminucién de HDL
sin causa, puede indicar una gamapatia en desarrollo.

Por otra parte, se ha visto ademas, que la presencia de una proteina M en el suero o en la
orina en concentraciones muy altas, puede causar una significativa injerencia en los ensayos de
quimica clinica. Ejemplos de este tipo de interferencias se han visto en la determinacion de
distintos analitos como lo son glucosa, bilirrubina, gama-glutamiltransferasa, urea y ferritina. Alguno
de los posibles mecanismos de interferencia pueden ser la produccion de turbidez por parte de la
proteina M, o la unién de dicha proteina tanto a un componente del sistema de determinacion
utilizado como al analito mismo. Existen analizadores modernos capaces de detectar cambios
inusuales en la absorcion en el transcurso de una reaccion, y por lo tanto, la formacién de turbidez
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debido a la proteina M. Esta interferencia puede evitarse mediante la optimizacion de las
condiciones de reaccion para evitar la formacion de turbidez o por la eliminacién de la proteina M
antes del andlisis de la muestra. Debido a las distintas propiedades que tiene cada una de las
proteinas M, es imposible realizar una proteccién en comun frente a estas interferencias para los
sistemas de deteccion (Bakker, 2007). Este tipo de interferencias ha hecho que en algunos
laboratorios se implemente un protocolo interno, donde cada vez que llega un paciente con valores
muy bajos de HDL (casi indetectables), automaticamente se le realiza una evaluacion para detectar
la presencia de una gamapatia monoclonal. (Baca, 2004).

De esto se deduce que debe existir un contacto mas directo entre el médico y el
laboratorio, sobre todo porque algunos resultados (inesperados en algunos pacientes con
gamapatias monoclonales) pueden pasar inadvertidos para el laboratorio. Se ha sugerido el uso de
algun tipo de distintivo adicional en la muestra que presenta una paraproteina para evitar estos
falsos resultados (Berth, 2004). Existen reportes donde se observa que si una interferencia ocurre
con determinada metodologia, otros sistemas de deteccion también se verian afectados. Se ha
visto ademas que este tipo de comportamiento no sélo se da con diferentes equipos de deteccion,
sino ademas con diferentes concentraciones de muestra (Yang et al, 2008).
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CONCLUSIONES

El hallazgo de mutaciones relevantes en cualquiera de los 3 genes estudiados es de gran
importancia para poder explicar la causa de la manifestacion de esta patologia en la poblaciéon
estudiada.

Gen apoAl:

Se ha encontrado una mutacion consistente en un cambio G2006C en el exén 4 de ApoAl
que implica un cambio del codén 153 CGC por CCC (Arg->Pro). La nueva mutacion
ApoAlMontevideo: N0 encontrada en ninguna base de datos, se presume como un fuerte candidato

causante de una Hipoalfalipoproteinemia Familiar con caracteristicas de transmision dominante, en
una familia con valores de HDL (entre 6 y 9 mg/dL) y de ApoAl (entre 17 y 26 mg/dL) muy bajos. La

mutacién co-segrega con una enfermedad coronaria precoz.

El polimorfismo A-75G hallado en el promotor de ApoAl, que ha sido muy estudiado, se
asocia con variaciones en el nivel de HDL, pero sobre todo se sabe que sobre este polimorfismo

existen interacciones con factores ambientales que modulan su efecto.

En cuanto al polimorfismo del intrén 2, T785C, no se puede sacar ninguna conclusion hasta
no culminar con su estudio. Debemos conocer con qué frecuencia aparece este polimorfismo en

una poblacién con valores normales de HDL.

Genes ABCAly LCAT:
Los polimorfismos encontrados en el intron 49 del gen ABCA1 (C6640G) y en el exén 6 del
gen de la LCAT (C4886T) parecen no correlacionarse con valores bajos de HDL.

Anélisis de los alelos de riesgo de ApoE, ECAy MTHFR

Respecto a la apolipoproteina E, se vio un aumento en la frecuencia de los genotipos
E2/E3 (0.16 vs 0.09) y E3/E4 (0.36 vs 0.3) comparado con la poblacién con valores de
HDL>40mg/dL, y una disminucion de la frecuencia del genotipo E3/E3 (0.58 vs 0.48).

Para los alelos del gen ECA se observa un pequefio aumento de la frecuencia de los
genotipos DD (0.36 vs 0.28) e 1l (0.28 vs 0.23), una disminucion de la frecuencia del heterocigota
(0.49 vs 0.36).

Para la MTHFR los valores no difieren demasiado de los valores hallados en la poblacion

normal.
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El analisis en conjunto de todos los polimorfismos sumado a los alelos de riesgo, NO sirven
como herramienta para buscar una posible correlacion con la precocidad de aterosclerosis.

Como se vio, es importante la realizaciéon de un estudio clinico profundo en los pacientes
qgue presentan valores de HDL-C muy bajos ya que la causa de este fenotipo podria deberse a
errores en la cuantificaciéon debido al método utilizado, podria estar asociado a una patologia, y no

tener una causa genética.

PERSPECTIVAS

Medir la actividad de la enzima LCAT en los 2 individuos que poseen la mutaciéon R153P
para saber si ese aminoacido es importante o no para la activacion de la enzima.

Hallar con qué frecuencia aparece el polimorfismo T785C en intron 2 del gen apoAl, en una
poblacién con valores normales de HDL.

Secuenciar los exones 2, 3, 4 y 5 del gen de la LCAT para poder completar su estudio.

Secuenciar el promotor y otros exones del gen ABCAL que presenten altas tasas de
mutacion.

Desarrollar mediante biotecnologia, péptidos miméticos de ApoAl que convierten la
capacidad proinflamatoria de las HDL en antiinflamatorias y reducen la aterosclerosis.

Determinar la presencia de anticuerpos anti ApoAl en el paciente que presenta la
gamapatia monoclonal.
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