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1.0 RESUMEN

Introduccion: Las dislipidemias son un conjunto de padecimientos relacionados con
alteraciones del metabolismo de los lipidos. En su desarrollo participan variantes alélicas de
genes que regulan la homeostasis energética, entre estos esta el Receptor Activador de la
Proliferacion de Peroxisomas (PPAR, del inglés: Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors). De los PPARs existen tres miembros: PPARo, PPARS/p y PPARy. PPARYy
participa en el metabolismo de glucosa y lipidos y se expresa principalmente en tejido
adiposo, donde regula la transcripcion de genes blanco, incluidos: lipoproteina lipasa (LPL),
proteina transportadora de &cidos grasos (FATP), Acyl CoA sintasa (ACS), glicerol quinasa
(GK), entre otros. Se han descrito polimorfismos en PPARY relacionados con la presencia de
dislipidemias. Objetivo: Identificar la presencia de nuevos SNPs en el dominio de union a
ADN de PPARy y determinar su frecuencia en voluntarios estudiantes de Medicina de la
UAEM con dislipidemias. Métodos: Se incluyeron 52 voluntarios de 18 a 25 afios,
estudiantes de Medicina de la UAEM, con dislipidemias. Se purifico el ADN con la técnica
del fenol con cloroformo. Se disefiaron oligonucleotidos en el programa “Oligo Calculator”
de NCBI especificos para el exon 5 de PPARy (mayor parte del dominio de union al ADN
(DBD)). Se realizé la amplificacion mediante PCR punto final. Los productos de la
amplificacion se secuenciaron por el método de Sanger y se analizaron en el programa
Sequence Scanner v.2. El analisis estadistico fue descriptivo, con célculo de medidas de
tendencia central, de dispersion y de proporciones, con el software Stata v14.2. Resultados:
Se incluyeron 20 hombres (38.5%) y 32 mujeres (61.5%), con edad promedio de 20.3 afios
(DE= £1.7). La dislipidemia con mayor frecuencia fue hipoalfalipoproteinemia (75%). Se
identificaron 13 variantes nuevas en el exon 5 de PPARy con frecuencias de 3.3 a 13.3%.
Segun el software PolyPhen-2 la prediccion del efecto de la estructura y funcion de la
proteina fue "probablemente danino” en la mayoria de los SNPs no sindnimos identificados.
Conclusion: Se identificaron nuevos SNPs en el exon 5 que comprende la mayor parte del
DBD de PPARYy. La mayoria de los SNPs fueron predichos como potencialmente dafiinos

para la estructura y funcion de la proteina de PPARY.

24



2.0 INTRODUCCION

Las dislipidemias son un conjunto de padecimientos relacionados con alteraciones del
metabolismo de los lipidos, las cuales forman parte del Sindrome Metabolico y se asocian
con enfermedades cardiovasculares. En su desarrollo participan variantes alélicas de genes
que alteran los niveles de expresién o la actividad de proteinas involucradas en la homeostasis
energética. Una proteina que se encuentra en tejidos como higado, pancreas, tejido adiposo
y musculo, donde participa principalmente en la regulacién de su diferenciacion y del
metabolismo de glucosa y lipidos, es el Receptor Activador de la Proliferacién de

Peroxisomas (PPAR, del inglés: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors).*

PPAR es un factor de transcripcion miembro de la familia de receptores nucleares que se
expresa en diferentes tejidos incluyendo higado,? corazon,® pancreas* y tejido adiposo,® en el
cual desarrolla un papel importante en la adipogénesis y el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, principalmente PPARY. Se tiene registro de que varias mutaciones localizadas
en los diferentes dominios de la proteina de PPARY se relacionan con niveles anormales de

lipidos en sangre, hipertension, obesidad, resistencia a la insulina y diabetes.®

2.1 Generalidades de PPARS.

Los PPAR pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (NRs, por sus siglas en inglés:
Nuclear receptor) que funcionan como factores de transcripcion, regulan la expresion de
genes que participan en la homeostasis del metabolismo. Participan induciendo o
reprimiendo genes involucrados en la adipogénesis, metabolismo de lipidos, glucosa,
proteinas, balance energético e inflamacion.” Existen tres miembros de la familia: PPARa,
PPARS/B y PPARY; cada uno de estos se codifica por genes independientes, que pueden a su
vez generar variantes por procesamiento alternativo, que le brindan ademas la posibilidad de

proporcionar distintos patrones de expresion y actividad en diferentes tejidos.®

PPARa se expresa en tejidos como higado, corazdn y tejido adiposo marrdn, tiene un rol

importante en el metabolismo de lipidos regulando la expresion de genes que codifican
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proteinas involucradas en la captacion celular de &cidos grasos libres, su oxidacion y el tréfico
celular de colesterol, ademéas se ha visto que tiene una actividad antiinflamatoria. La
oxidacion de &cidos grasos tienen lugar en organelos especializados: en los peroxisomas y

mitocondria la p-oxidacion y en microsomas la m-oxidacion.>’

PPARGS/B tiene un patron de expresion ubicua, con niveles mayores en higado, intestino,
pulmones, tejido adiposo marron, piel, cerebro y masculo esquelético, donde regula el
catabolismo, transporte y almacenamiento de lipidos, ademas puede expresarse en endotelio
vascular, donde reduce la expresion de mediadores de inflamacion y moléculas de adhesion,

contribuyendo de esta manera a la atenuacion de la aterogénesis.®°

PPARY es indispensable para inducir el crecimiento y diferenciacion de adipocitos, facilita
el metabolismo de glucosa y lipidos al incrementar la sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos, ademas ejerce un efecto antiinflamatorio por la reduccion de la expresion de
TNF-a. Una caracteristica interesante es su distribucion tisular limitada: abundante en tejido
adiposo y presente en niveles muy bajos en otros tejidos>®°. Se subdivide en cuatro
isoformas: PPARY1 expresada en corazon, musculo, colon, higado, pancreas y bazo; PPARy2
expresado principalmente en tejido graso; PPARy3 expresado en macrofagos, intestino

delgado y tejido adiposo blanco; y PPARy4 expresado en células endoteliales.®

La afectacion de la actividad de los PPARs puede llevar a desdrdenes en el metabolismo de

acidos grasos y lipidos, patologias cardiovasculares e incluso resistencia a la insulina.!

2.2 Dominios de PPARY.

El gen de PPARY es el méas estudiado de los PPARs, se localiza en el cromosoma 3 en la
posicidn 3p25 y tiene un tamafio de 153,507 bp. Su organizacion gendmica se caracteriza por
tener seis exones codificantes para sus diferentes dominios estructurales: un exén para el
dominio N-terminal (NTD, del inglés: N- terminal domain; también llamado dominio A/B),
dos exones para el dominio de unién al ADN (DBD del inglés: DNA-Binding Domain o

dominio C), un exon para la region de la bisagra (dominio D) y dos exones para el dominio

26



de union a ligando (LBD, del inglés: Ligand Binding Domain, o dominio E). Estos dominios
son regiones que guardan actividades o acciones independientes para la modulacién de la

sefializacion mediada por parte de PPARYy (figura 1).1%

ElI NTD, es el mas conservado a través de la evolucion. Estd compuesto principalmente por
una a hélice y tiene la funcioén de activacion transcripcional independiente de ligando (AF1).
El DBD es altamente conservado y estd compuesto por dos dedos de zinc que son los
responsables de la unién del receptor a su elemento de respuesta, ubicado en el promotor de
los genes blanco. En los dedos de zinc hay motivos estructurales de aminoacidos que
reconocen la secuencia del DNA que se va a unir al receptor, ademas, una gran parte de este
dominio participa en el reconocimiento de los Receptores de Acido Retinoico X a (RXRa)
que conforman el complejo PPARy/RXRa. El dominio D es el menos conservado, es una
bisagra entre los dominios DBD y LBD, es un sitio de union de cofactores y contiene la sefial
de localizacion nuclear, que es una secuencia reconocida por proteinas que determinan la

reubicacion de la proteina retenida en el citoplasma hacia el ntcleo de la célula.*>?

El dominio mas grande es el LBD localizado en C-terminal, contiene un fragmento llamado
de transactivacion dependiente del ligando 2 (AF2), que participa en el reclutamiento de
cofactores de PPAR para contribuir a los procesos de transcripcion de genes. Su estructura
consta de 13 hojas a hélices y una pequenia hoja B de cuatro cadenas que forman un gran

“bolsillo” hidrofobo en forma de Y que representa la cavidad de union del ligando.>*3

NTD  DBD 18D
HI"L AF1 ][Zn In |Bsags AF2 Lcoon
AB C D E

Figura 1. Estructura de los dominios de PPAR. El dominio N-terminal (NTD, dominio A/B), contiene la
funcién de activacion independiente del ligando (AF1). EI dominio de unién al ADN (DBD, dominio C)
contiene dos dedos de Zinc. La region de la bisagra (dominio D) es altamente flexible. El dominio de unién al
ligando (LBD, dominio E) contiene la funcion de activacion dependiente del ligando. Modificado de Poulsen
etal., 2012 12,
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2.3 Mecanismos de regulacién transcripcional de PPARY.

PPARYy es un receptor nuclear que tiene la capacidad de unirse con una gran variedad de
moléculas llamadas ligandos, lo que resulta en la induccion de modificaciones estructurales
que favorecen el reclutamiento de coactivadores transcripcionales, con lo cual se forma un
complejo que se une a regiones especificas del ADN. La modificacion estructural varia de
acuerdo con el tipo de ligando, ya sea natural o sintético, y esto determina el acoplamiento
con el ADN vy la accion bioldgica que puede dar origen, tanto de activacién transcripcional,
como de represion, es decir, presenta efectos contrarios dependientes del complejo
heterodimérico que se establece.®

En la activacion y represion transcripcional de PPARy durante la adipogénesis, que es el
proceso de diferenciacion del adipocito, participan otros factores de transcripcion. Entre ellos
se encuentra C/EPBa (de sus siglas en ingles CCAAT/enhancer-binding protein type o) que
induce la expresion de PPARYy y viceversa.™ Por su parte FOXO 1 (del inglés: forkhead box
protein class O type 1) suprime la diferenciacion del tejido adiposo al inhibir la transcripcion
de PPARYy, este mecanismo ocurre mediante la interaccion fisica entre PPARy y su sitio

promotor.®

2.3.1 Activacion transcripcional de PPARy

La actividad de PPARY esta estrechamente regulada en todos sus dominios. El dominio AF1
estd implicado en la activacion independiente del ligando de los genes diana de PPARy, como
se menciond anteriormente, y alberga varios sitios para las modificaciones postraduccionales
(ubiquitinacién, O-Glucosil-N-Acetilacion, fosforilacion, acetilacion, SUMOilacion y S-
nitrosilacion). EI LBD es esencial para la unién del ligando, la heterodimerizacion del
receptor y la activacion dependiente del ligando de los genes inducidos por PPARy. El
dominio AF2 albergado en el LBD, funciona como plataforma para las proteinas

correguladoras.’19
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PPARYy se une al ADN a través de dos dedos de zinc en su DBD e identifican el ligando a
través del “bolsillo” en su LBD. Después de su activacion, a través de la union a un ligando,
PPARy forma un complejo heterodimérico con el RXRa, que se une al elemento de respuesta
del Receptor de la Proliferacion del Peroxisoma (PPRE) dentro de los promotores de genes
regulados por PPAR v (figura 2); este proceso activa la transcripcion del gen regulado. El
motivo de PPRE tiene una secuencia caracteristica de 13 nucledtidos, distribuidos en 2
hexanucle6tidos separados por un nucleétido: AGGTCA N AGGTCA (N, puede ser
cualquier nucleétido), la cual se conoce como secuencia repetida directa 1 (DR-1) en la cual
cada uno de los componentes del complejo heterodimérico se une a un hexamero de DR1.1?
PPARy y RXRa se unen con una orientacion especifica al ADN, PPARy ocupa la mitad del
sitio 5 'del PPRE y RXRa reside en la mitad del sitio 3'.}" El heterodimero PPARy/RXRa.
puede ser activado por ligandos naturales y sintéticos. Los ligandos naturales incluyen acidos
grasos poliinsaturados, prostaglandinas J2 y fosfolipidos oxidados y en los ligandos sintéticos
se incluyen a las tiazolidinedionas (TZD), siendo estos compuestos los que presentan alta
afinidad para PPARYy, utilizados para incrementar la actividad de la insulina en pacientes
diabéticos.! La transactivacion de los PPARSs se realiza a través de la funcion de activacion
del dominio dependiente del ligando 2 (AF2) en el LBD y la funcién de activacion
independiente del ligando 1 (AF1) en el dominio N terminal (NTD), lo que produce un
cambio conformacional que permite la interaccion con cofactores.*2?

La funcion mas estudiada de PPARYy es la relacionada a la adipogénesis, donde participa
como uno de los factores de transcripcion en este proceso. Este factor de transcripcion
también regula la expresion de varias proteinas responsables de la acumulacién de
triglicéridos en los adipocitos, como es el caso de la proteina de union de acidos grasos AP2,
la proteina transportadora de acidos grasos (FATP, del inglés: Fatty Acid Transport Protein),
la acil-CoA sintetasa (ACS) y la lipoproteina lipasa (LPL). Estos genes poseen un PPRE en

sus regiones regulatorias.’
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Metabolismo Metabolismo

de lipidos de vitamina A
Senalizacion de FAs 9cRA
hormonas y citocinas \\
\ PPAR l f\,l/ RXR
4

PTMs
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: . ;.: b\ AF1 EDBD) Gen blanco
-@—@—@ [1111 AGGTCA n AGGTCA

Figura 2. Modelo del complejo transcripcional PPAR: RXR. El heterodimero PPAR: RXR se une al elemento
de respuesta del Proliferador del Peroxisoma (PPRE). Los PPARs son activados por acidos grasos (FAS) y sus
derivados, mientras que el RXR se activa por el acido 9-cis retinoico (9cRA) y ciertos FAs. La actividad de los
PPARs es activada ain mas por modificaciones postraduccionales (PTMs, por sus siglas en inglés post
translational modifications), incluyendo fosforilaciones, ubiquitinaciones y sumoilaciones, que se producen
principalmente en el dominio N- terminal (NTD), pero también en otros dominios. Modificado de Poulsen et
al., 2012*2,

2.3.2 Represion transcripcional de PPARYy

PPARYy tiene la capacidad de suprimir respuestas transcripcionales a través de un proceso
Ilamado transrepresion, cuyo mecanismo es muy poco conocido. Sin embargo, se sabe que
en ausencia de un ligando, PPARYy recluta a proteinas co-represoras que suprimen la
actividad transcripcional, proteinas tales como el mediador de los receptores de hormonas
tiroideas y acido retinoico (SMRT del inglés: Silencing Mediator of Retinoid Hormone
Receptor) y el co-receptor nuclear (N-Cor), que se unen a enzimas represoras tales como
histona desacetilasa (HDAC, del inglés: histone deacetylase), particularmente HDAC3 o la
histona metil-trasferasa (HMT, del inglés: Histone Methyltransferase) SUV39H1 que metila
especificamente la histona H3 en lisina 9 (H3K9), ademas el receptor que interactda con la
proteina 140 ( RIP140, del inglés: Receptor Interacting Protein 140) también puede ser parte

del complejo co-represor.52°
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La unién de ligandos exdgenos y enddgenos estimula la liberacion del co-represor y el
reclutamiento de co-activadores que contienen una proteina con actividad histona
acetiltransferasa (HAT), tales como CBP/p300 (proteina de uniéon a CREB, CREB, proteina
de union al elemento de respuesta de AMPc) o SRC1 (etapa de des-represion). La union a
acetiltransferasas permite la relajacion de la cromatina; por consiguiente, el complejo HAT
se disocia y cualquier factor de transcripcion o el complejo de iniciacién de la RNA
polimerasa Il se reclutan sobre el promotor que esté disponible, iniciando de esta manera la
activacion de la transcripcién del gen blanco (paso de activacion de la transcripcion). Las
interacciones de PPARYy con un activador o co-represor regulan su actividad transcripcional
por la alteracion en la estructura de la cromatina a través de la acetilacion o des-acetilacion

de histonas, respectivamente.*2°

2.4 Distribucion en tejidos y funciones metabolicas de PPARY.

El estudio de PPARy es de particular interés debido a las funciones pleiotrépicas que
desempefia. Tiene un papel crucial en la expresion de genes implicados en adipogénesis,
metabolismo de lipidos y carbohidratos, arterosclerosis, inflamacion y cancer. Sus
isoformas, la gran cantidad de genes diana, sus ligandos y co-reguladores contribuyen a

determinar la complejidad de su funcion.?

2.4.1 PPARYy en las células p del pancreas.

PPARYy mantiene la funcion de las células B, en las cuales regula directamente los
genes clave implicados en la captacion de glucosa, secrecion de insulina y
transcripcion de genes de insulina. Es decir, regula los componentes de la via clasica
de secrecion de insulina estimulada por glucosa.?? PPARYy tiene una baja expresion en

pancreas; a pesar de esto, juega un rol importante en la expansion de células B durante una

dieta alta en grasas y después de una pancreatectomia parcial.'?
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2.4.2 PPARy en musculo liso-esquelético.

El nivel de PPARY es bajo en tejido muasculo esquelético, en comparacion con PPARa y
PPARGS/B. Las funciones de PPARy en musculo esquelético no se conocen por completo,
estudios en ratones sugieren que estd involucrado en el aumento en el manejo de los acidos
grasos y en el gasto energético.'? Algunos estudios demuestran que la pérdida de PPARy

afecta la expansion de células troncales musculares y la miogénesis in vivo.?

2.4.3 PPARYy en el higado.

La expresion de PPARy en el higado es muy baja, su funcion ain no esta clara; se sabe que
participa en el almacenamiento de lipidos, se ha demostrado en estudios en ratones que su
expresion esta regulada por dietas altas en grasas. Lo que sugiere que PPARy podria estar
implicado en la esteatosis hepatica.'>?* Ademas, se une a los promotores de hexoquinasa 2

y piruvato quinasa M para activar la transcripcion, durante la glucélisis en hepatocitos.??

2.4.4. PPARY en el tejido adiposo.

PPARYy en el tejido adiposo es necesario para la diferenciacion, proliferacion y funcionalidad
de adipocitos; aumenta la captura de &cidos grasos y en consecuencia promueve su
almacenamiento. Aumenta la sensibilidad de los adipocitos a la insulina'y a la vez incrementa
la utilizacion de la glucosa.®? Es un factor conocido por su papel en la regulacion de las vias
adipogenicas y lipogénicas y es fundamental para controlar los genes implicados en la
homeostasis de la glucosa, entre ellos el aumento de la expresion del transportador de glucosa
4 (GLUT 4) y la proteina asociada a c-Cbl (CAP). PPARYy controla la expresion de numerosos
factores secretados por el tejido adiposo, tales como la adiponectina (implicada en la sintesis
de glucosa hepatica), la resistina, la leptina (implicada en el comportamiento de la
alimentacion) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, del inglés: Tumor Necrosis Factor)
a través de vias de sefializacion distintas y varios mecanismos diferentes para lograr el efecto

de sensibilizacion a la insulina.?!
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Se han identificado dos miembros sensibles a PPARYy de la familia del factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF1 y FGF21), que acttan localmente en el tejido adiposo para promover
la sensibilizacion a la insulina en respuesta a dieta alta en grasas. EI FGF21 y FGF1 adiposos
actlan de manera autocrina para transducir localmente la sefializacion hacia PPARy para
mejorar la adipogénesis, también pueden actuar de manera paracrina o ambas para mediar en

las acciones fisioldgicas de PPARy.?!

2.5 Metabolismo de lipidos.

Existen numerosos procesos metabolicos involucrados en la captura, transporte y
almacenamiento de lipidos, que entran en funcion en el organismo ante la ingesta de
alimentos que contienen grasas, en su mayoria en forma de triglicéridos, los cuales se
hidrolizan en el intestino a acidos grasos libres y 2-monoacilgliceroles (MAG) por la lipasa
pancreatica, posteriormente son absorbidos por los enterocitos a través de difusion pasiva y
unidos al transportador especifico CD36. Al mismo tiempo, el colesterol es introducido a los
enterocitos a traves de la Proteina 1 del tipo Niemann-Pick C1 (NPC1L1), un transportador
especifico. Dentro del enterocito, el colesterol se transforma en ésteres de colesterol, mientras
que los acidos grasos libres y MAG se reconvierten a triglicéridos. Por tltimo, los ésteres de
colesterol y los triglicéridos se empaquetan junto con fosfolipidos con la apolipoproteina
(Apo B48, proteina estructural) para constituir a los quilomicrones, que son incorporados a
la circulacion general por el sistema linfatico para que finalmente alcancen la circulacion
sanguinea y puedan ser incorporados al higado o depositados en el tejido adiposo. En el
higado se sintetizan las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) que son ricas en
triglicéridos, los cuales se incrementan postprandialmente, su estructura se asemeja a los
quilomicrones con la diferencia de que en las VLDL la proteina estructural es la Apo 100.
Los quilomicrones y las VLDL se distribuyen al corazon, tejido muscular esquelético y tejido

adiposo para su gasto energético y almacenamiento.?®
En la circulacion sanguinea la hidrolisis de quilomicrones y VLDL por la lipoproteina lipasa

da como resultado restos de quilomicrones, lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y

lipoproteinas de baja densidad (LDL), que se unen a receptores especificos en el higado, el
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receptor LDL (LDLR), receptor VLDL y proteinas relacionadas con receptores de LDL
(LRP) participan para su remocion del plasma. En este mecanismo participan las lipasas del
endotelio vascular, corazén, musculo, tejido adiposo y en el higado la lipasa hepaética, cuya
funcién esta mediada por la accion de la insulina. Las LDL constituyen las principales
trasportadoras de colesterol plasmatico hacia los tejidos.262

El transporte inverso del colesterol, es decir de los tejidos hacia el higado para su
metabolismo y excrecion,?® ocurre cuando las Apo Al y Apo E incorporan colesterol y
fosfolipidos para formar las particulas llamadas lipoproteinas de alta densidad (HDL). En
este proceso participan las proteinas transportadoras ABC (Del inglés: ATP-binding cassete),
siendo la ABCAL la proteina clave de la membrana celular para la formacion de nuevas
particulas de HDL. Existen varias proteinas y enzimas que modulan la concentracion del
colesterol en la circulacion sanguinea.?® Las HDL capturan el colesterol y remanentes de
colesterol desde tejidos periféericos, incluyendo macréfagos en la pared arterial, hasta el
higado.?® El colesterol dentro de las HDL se esterifica en ésteres de colesterol por la
asociacion de las HDL a lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT). En la circulacion
sanguinea las HDL también son enriquecidas con ésteres de colesterol por la accion de la
proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP, del inglés: cholesteryl ester transfer
protein), ademas la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP, del inglés: Phospholipid
transfer protein) transfiere fosfolipidos de las HDL a las VLDL y también hacia otras HDL.
La principal funcion de las HDL es el intercambio de colesterol libre y su esterificacion, esta
lipoproteina es muy importante debido a que permite retornar el colesterol al higado y de esta

manera prevenir la aterogénesis.?6:272°

En la figura 3 se muestra el proceso de transporte de lipidos en el plasma sanguineo a través
de lipoproteinas, de las cuales existen diferentes tipos con diferentes funciones,
composiciones en lipidos y proteinas; por lo tanto, diferentes densidades. En la ruta exdgena
(flechas azules), los lipidos de la dieta se empaquetan en los quilomicrones (1), la mayor
parte de su contenido en triglicéridos es liberado por la lipoproteina lipasa en los tejidos
adiposo y muscular durante el transporte a través de los capilares (2). Los quilomicrones

residuales (3), que contienen principalmente proteina y colesterol, son captados por el higado
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(4). En la ruta enddgena (flechas rojas) los lipidos sintetizados o empaquetados en el higado
se envian a los tejidos periféricos con la VLDL (5). En los capilares de estos tejidos, la
lipoproteina lipasa cataliza la liberacion de FFA, las VLDL se degradan a IDL al perder
triglicéridos y se convierten en LDL que transportan el colesterol a tejidos como musculo,
tejido adiposo y glandulas suprarrenales (7). Las LDL también suministran colesterol a los
macrofagos, convirtiéndolos en ocasiones en células espumosas (8). Las LDL (9) no captadas
por los tejidos periféricos retornan al higado y son captadas por los receptores de LDL (10).
En el transporte inverso del colesterol (flechas purpuras) se sintetizan HDL en el higado (10)
y contienen poco colesterol y nada de sus ésteres, las HDL nacientes pueden captar colesterol
de células extrahepaticas como macréfagos y células espumosas (11). La HDL madura, rica
en colesterol, retorna al higado donde descarga su contenido a través del receptor limpiador
SR-BI (12). Parte de los ésteres de colesterol en las HDL también se pueden transferir a las
LDL mediante la proteina convertidora de ésteres de colesterol (13). Las sales biliares
producidas en el higado ayudan a dispersar las grasas de la dieta y se vuelven a reabsorber
en la ruta enterohepatica (14) (flechas verdes). C: colesterol, CE: éster de colesterol, FFA:
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Figura 3. Lipoproteinas y transporte normal de lipidos. Para descripcion de la imagen véase el texto.
Modificado de: Nelson y Cox; 2014
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2.5.1 Participacion de PPARYy en el metabolismo de lipidos.

PPARy tiene una participacion importante en el metabolismo de los lipidos del tejido
adiposo. Se sabe que PPARy regula positivamente la transcripcion de genes involucrados en
la mayoria de las etapas de la captacion de &cidos grasos, entre estos genes se encuentran la
lipoproteina lipasa endotelial (LPL, del inglés: lipoprotein lipase), la proteina transportadora
de acidos grasos (FATP, del inglés: fatty acid transport protein), CD36, la Acyl CoA sintasa
(ACS, acyl-CoA synthetase), aquaporina 7 (AQP7, del inglés: aquaporin 7), el glicerol
quinasa (GK, del inglés: glycerol kinase) y el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK, del
inglés: phosphoenolpyruvate carboxykinase). PPARy incrementa la hidrolisis de triglicéridos
de lipoproteinas mediante la LPL y la absorcidn de acidos grasos libres (FFA, del inglés: free
fatty acids) en los adipocitos a través de la FATP y CD36. PPARy también modifica la
sintesis de triglicéridos, comenzando con la esterificacion de FFA por ACS. Las acciones de
PPARy reducen los niveles de FFA en el efluente venoso del tejido adiposo, limitando asi la
lipotoxicidad de otros tejidos sensibles a la insulina que podrian resultar de la exposicion a
FFA (figura 4).%

La utilizacion de farmacos, tales como tiazolidinedionas, agonistas de PPARs, favorecen su
actividad al unirse a ellos, estudios realizados tanto en roedores como en humanos
establecieron cuatro principales vias metabolicas afectadas por estos farmacos y describieron
sus efectos sobre el metabolismo de las lipoproteinas: 1) induccion de la lipolisis de
lipoproteinas como resultado de un aumento en la actividad intrinseca de la lipoproteina
lipasa 0 una mayor accesibilidad de las particulas de lipoproteina ricas en triglicéridos para
la lipdlisis debido a un contenido reducido de lipoproteina apo C-111 rica en triglicéridos, 2)
limitacion de la sintesis hepatica de triglicéridos y la produccion de VLDL debido a una
mayor absorcion de acidos grasos, un eficiente catabolismo de acidos grasos y reduccion de
su sintesis, 3) aumento de la eliminacion de particulas de LDL como resultado de cambios
en la composicion de LDL en plasma y el consiguiente aumento de la afinidad de LDL por
su receptor que conduce a un catabolismo mejorado de LDL y 4) aumento de la produccion

de HDL y estimulacion del transporte inverso de colesterol.3233
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Figura 4. Lipogénesis mediada por genes blanco de PPARYy en el adipocito. PPARYy regula en la transcripcion
de genes que participan en el almacenamiento de FFA, algunos de estos se muestran en color rojo. PPARy
aumenta la hidrolisis de triglicéridos de las lipoproteinas mediante la expresion de LPL endotelial, los FFA son
transportados a través de FATP y CD36 al interior del adipocito y el glicerol liberado es introducido por las
proteinas AQP7. Dentro del adipocito, PPARy facilita la sintesis de triglicéridos a través de la ACS que
esterifica los FFA; ademas participa en la gliceroneogénesis, induciendo la actividad de la PEPCK para formar
DHAP y favorece la expresién de GK para la sintesis de triglicéridos. Finalmente, la HSL facilita la liberacion
de glicerol de los triglicéridos dando lugar a un ciclo. De esta manera, PPARYy controla la gliceroneogénesis en
el tejido adiposo y reduce la cantidad de FFA en la sangre.

Abreviaturas: LPL, lipoproteina lipasa endotelial; FATP, proteina transportadora de &cidos grasos; ACS, Acyl
CoA sintasa; AQP7, aquaporina 7; GK, glicerol quinasa; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; HSL,
lipasa sensible a las hormonas; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; Tg, triglicéridos. Modificado de: Semple et
al., 2006°.

2.6. Polimorfismos de un solo nucleodtido (SNPs) en PPARY.

Existen variaciones en la secuencia del gen de PPARYy, que consisten en el cambio de una
sola base nucleotidica; cominmente se refieren como polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP, del inglés: Single Nucleotide Polimorphism), que para ser considerados como tales

deben presentar una frecuencia de mas del 1% en la poblacion.3*
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Estos polimorfismos tienen una amplia distribucién y pueden localizarse en cualquier parte
de la estructura de los genes. Los SNP se dividen en tres grupos: 1) los SNPs codificantes
(cSNP) sinénimos (en el cual el nucle6tido no cambia el aminoécido) y no sinénimos (donde
el nucleotido cambia el aminoacido) que se encuentran en los exones; 2) en SNPs reguladores
(rSNP) que afectan a los elementos de respuesta que regulan la expresion génica, y 3) los
SNP ARN estructurales (SrSNP) que afectan a la estructura y funcion de los ARNm de genes

que sintetizan proteinas.®®

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) conducen a un cambio en la secuencia de
nucleédtidos y en consecuencia es posible un cambio en la secuencia de aminoacidos que
pueden afectar la estructura y/o funcién de la proteina, esto se asocia al desarrollo de
enfermedades como dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, obesidad y resistencia a

la insulina.3637

Existen herramientas automatizadas para predecir el posible impacto de la sustitucion de
aminoacidos en la estructura y funcion de una proteina humana que usan consideraciones
fisicas y comparativas directas, entre estos se encuentran el programa PolyPhen-2. Estas
predicciones se basan en una serie de caracteristicas secuenciales, filogenéticas y
estructurales que caracterizan la sustitucion. Clasifica la prediccion en la proteina como:

“probablemente dafiino”, “posiblemente dafiino” y “benigno”. 3:°

2.7 Definicion de dislipidemias.

Las dislipidemias son un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una
concentracion anormal de los lipidos, consisten en un incremento en ayuno o postprandial de
la concentracidn sanguinea de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol VLDL
o la disminucién en la concentracion de HDL.*** Estas enfermedades son el reflejo de
alteraciones del proceso de transporte, almacenamiento o metabolismo de los lipidos
necesarios para el adecuado funcionamiento de membranas biolégicas y los requerimientos
energéticos; por otra parte, las alteraciones en sus concentraciones se han vinculado con el

desarrollo de ateroesclerosis, diabetes, hipertension y riesgo cardiovascular. Por ello es
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conveniente estudiar cudles con sus causas y los mecanismos involucrado en su desarrollo.
Se consideran niveles sanguineos normales de colesterol total a las concentraciones menores
de 200 mg/dl, triglicéridos menores de 150 mg/dl, concentracion de colesterol HDL mayor
de 40 mg/dl en hombres y mayor de 50 mg/dl en mujeres.*>*® La alteracion de dichas
concentraciones es lo que define a las diferentes dislipidemias.

2.7.1 Clasificacion de dislipidemias.

Las dislipidemias de acuerdo con la concentracion y el tipo de lipido alterado pueden
clasificarse en hipercolesterolemia (colesterol igual o mayor a 200 mg/dl),
hipertrigliceridemia (trigliceridemia igual o mayor de 150 mg/dl), hipoalfalipoproteinemia
(HDL menor de 40 mg/dl en hombres y menor de 50 mg/dl en mujeres) o dislipidemia mixta
(colesterol total igual o mayor de 200 mg/dl, trigliceridemia igual o mayor de 150 mg/dl y
LDL mayor o igual a 130 mg/dl).*344

La hipercolesterolemia se determina por la concentracion sanguinea elevada de colesterol
total, puede ser también considerada como la elevacién de particulas LDL, IDL y remanentes.
Se ha demostrado que los niveles elevados de LDL muestran alto riesgo de desarrollar

arterosclerosis y estan asociados a cardiopatia isquémica.

La hipoalfalipoproteinemia consiste en la concentracion baja del colesterol presente en las
HDL. Diversos estudios muestran que esta disminucion tiene una relacion inversa con las
particulas de las VLDL, una afectacion en la lipdlisis de triglicéridos permite reducir los
niveles de colesterol HDL, consecuencia del decremento de la transferencia de las
apolipoproteinas y fosfolipidos al compartimiento de las HDL.*! Niveles bajos de HDL son
un poderoso factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares aun en pacientes con

colesterol LDL bajo.?®
En la hipertrigliceridemia, la elevacion de los triglicéridos es consecuencia del incremento

en su produccion y en la disminucién de la eliminacion de proteinas ricas en triglicéridos

como son los quilomicrones y las VLDL, en estado 0 no de ayuno. Esta patologia se considera
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la anomalia lipidica preferente en la resistencia a la insulina, lo que puede deberse
principalmente a que la insulina esta involucrada en la produccion y secrecion de VLDL. 404
Por lo regular las dislipidemias son asintomaticas. En nuestro pais, las mas frecuentes son las

relacionadas a niveles bajos de colesterol HDL y la elevacion de triglicéridos.*®

Un estudio realizado en México en 2008 dio a conocer que, en sujetos de apariencia sana de
35 a 65 afios, la prevalencia de hipertrigliceridemia fue de 57.3%, de hipoalfalipoproteinemia
52.4% vy de hipercolesterolemia de 48.7%; en sujetos con obesidad, 36.8% tenia
hipertrigliceridemia/hipoalfalipoproteinemia, 35.2% dislipidemia mixta y 33.46%
hipertrigliceridemia, observandose que su prevalencia en personas con resistencia a la

insulina fue mayor.*®

2.7.2 Prevalencia de dislipidemias en adultos jovenes.

En adultos mexicanos, la dislipidemia mas frecuente es la hipoalfalipoproteinemia (estimada
con HDL <40 mg/dl para hombres y mujeres) que tiene una prevalencia del 60.5%, seguida
del LDL alto con una presencia del 46%; mientras que, la hipercolesterolemia se presenta en
el 43.6% y la hipertrigliceridemia en el 31.5%. Las prevalencias son similares en los adultos
jévenes de 20 a 29 afios, 61.9% para hipoalfalipoproteinemia (estimada con HDL <60 mg/dlI
para ambos sexos), 39.2 % para LDL alto, 36.8% para hipercolesterolemia y 22.3% para
hipertrigliceridemia. Las dislipidemias agrupadas, es decir, la presencia conjunta de dos
dislipidemias, pueden incrementar el riesgo cardiovascular, datos que se han observado
también en personas jovenes.*® La elevacion conjunta de colesterol y triglicéridos esta
asociada con el mayor riesgo aterogénico gque se observé en el 10.6% y la presencia de
hipertrigliceridemia con hipoalfalipoproteinemia incrementa el fenotipo aterogénico en el

16.9% de la poblacion de entre 20 y 29 afios.*®

40



2.7.3. Factores de riesgo para el desarrollo de dislipidemias.

Entre los factores de riesgo se incluyen: presion arterial alta, tabaquismo, hiperglicemia,
habitos alimenticios no saludables, inactividad fisica, edad, sexo, etnicidad y genética.?® La
obesidad, especialmente la obesidad central, es probablemente una de las principales causas

de dislipidemias.

Los cambios fisiopatolégicos que participan en la disfuncion del metabolismo de los lipidos
favorecidos en la obesidad se muestran en la figura 5, con flechas verdes se indica el
incremento de algln proceso metabolico, mientras que su reduccion esté indicada con flechas

rojas.
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Figura 5. Metabolismo de lipidos en obesidad. Explicacion de la figura en el texto. Modificado de: Klop et al.,
2012. %

La hipertrigliceridemia es la causa mayor de hipertrigliceridemia en la obesidad y se debe al
incremento en el retorno de FFA hacia el higado, que da lugar al incremento de la
acumulacién hepatica de triglicéridos (TG) y apolipoproteina B (Apo B). Por consecuencia

se incrementa la sintesis hepatica de VLDL, seguido de la imposibilidad de la lip6lisis de
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quilomicrones debido a la competencia por la lipoproteina lipasa (LPL) que permite un
aumento de los triglicéridos remanentes que se transportan al higado. La hipertrigliceridemia
incrementa el cambio de ésteres de colesterol y triglicéridos entre las VLDL y las HDL y
disminuye las LDL por la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP), por lo cual
hay una disminucién en la concentracion de HDL y la reduccién de los triglicéridos
contenidos en las LDL. Ademas, la lipasa hepética (HL) retira triglicéridos y fosfolipidos de
las LDL para la formacion final de pequefias LDL empobrecidas de triglicéridos.?

La poblacion mestiza mexicana es mas susceptible a padecer concentraciones mas bajas de
HDL y mas altas de triglicéridos en comparacion con otros grupos étnicos, asi como a
padecer otros trastornos metabdlicos como obesidad abdominal y diabetes.*” Con respecto a
las causas genéticas, en los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) vy los
consorcios de secuenciacion del exoma se han identificado mas de 175 loci implicados en el
metabolismo de las lipoproteinas. En estos informes se identificaron variantes genéticas
étnicas especificas localizadas en genes como ABCA1, MLXIPL, APOA5, APOC3, LPL,
SIK3 y RORA, entre otros, que influyen en las concentraciones de triglicéridos y HDL. La
variante étnica especifica mas estudiada es R230C de ABCA, que tiene un efecto
significativo sobre la concentracion de lipidos en plasma y se asocia con una disminucion del
30% del transportador ABCAL, que desempefia una funcion importante en la biogénesis de
HDL.*8

Entre las causas también participan los microRNA, encontrandose un total de 69 en un
metaanalisis de GWAS para dislipidemias en mas de 188,000 personas, localizados en
regiones gendémicas cercanas a los SNP identificados. Los estudios in vitro e in vivo
evidenciaron que miR-130b y miR-301b influyen en el trafico de lipidos mediante la

modulacidn de la expresion de los genes LDLR y ABCA1.48
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3.0 ANTECEDENTES

3.1. Genes asociados a dislipidemias.

Existen méas de cien genes que tienen un impacto directo en los niveles de lipidos y son
capaces de establecer fenotipos complejos. Existe un grupo de genes conocido y bien
caracterizado responsable del desarrollo de dislipidemias monogeénicas, en la cual hay una

variante en un solo gen que explica claramente el fenotipo.?’

En estudios de GWAS se han identificado al menos 30 genes asociados a la
hipertrigliceridemia, entre los que se incluyen genes de: la proteina 3 similar a la
angiopoyetina (ANGPTL3, del inglés: Angiopoietin-like 3), apolipoproteina B (APOB),
LPL, APOAL, proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP, del inglés: Phospholipid
transfer protein) y la familia de genes de la desaturasa de &cido graso (FADS1-FADS2-
FADS3, del inglés: Fatty acid desaturase 1, 2 and 3). De igual forma, se han identificado por
lo menos 27 genes asociados con niveles de HDL en sangre, entre ellos genes de: la cisteina
peptidasa 4C relacionada con la autofagia (ATG4C, del inglés: Autophagy-related 4C,
cysteine peptidase), la proteina reguladora de glucoquinasa (hexoquinasa 4) (GCKR, del
inglés: Glucokinase (hexokinase 4) regulator), APOB, FADS1-FADS2-FADS3, ABCAL,
lipasa hepatica (LIPC, del inglés: Lipase hepatic), CETP y lipasa endotelial (LIPG).*°

Entre los desérdenes monogénicos se encuentra las hipercolesterolemia familiar, es la
dislipidemia monogénica mas frecuente y causante de hipercolesterolemia severa, se
caracteriza por un aumento moderado a severo de niveles de LDL debido a la disminucién
del aclaramiento de las particulas LDL secundario a mutaciones en los genes LDLR, Apo B,
PCSK9 y LDLRAP1.?” Las mutaciones en el gen LDLR son la causa mas comin de
hipercolesterolemia familiar en México, entre los SNPs reportados se encuentran en las
posiciones del gen: 682G> A (E228K), 1055G> A (C352Y) y 1090T> C (C364R).*

En la hipertrigliceridemia participan factores monogeénicos y poligénicos que contribuyen a

la elevacion moderada (175 a 885 mg/dl) y severa (mayor de 885 mg/dl) de triglicéridos. El
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nivel de triglicéridos depende de los remanentes de quilomicrones, VLDL y de las IDL.%0
La hipertrigliceridemia severa es un trastorno genético raro debido a mutaciones en los genes
de LPL, APOCII, Apolipoproteina A-V (APOAV), proteina de unién a lipoproteina de alta
densidad anclada a  glucosilfosfatidilinositol 1 (GPIHBP1  del inglés:
glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein 1) o Factor 1
de maduracion de la lipasa (LMF1, del inglés: Lipase maturation factor 1).26°! Ciertas
investigaciones han identificado SNPs en genes causantes de hipertrigliceridemia severa. En
LPL se identificaron tres mutaciones heterocigotas nuevas: G161E y V206A que fueron
predichas como “probablemente dafiinas” para la funcion de la proteina y A427T (rs5934)
como “benigna”; en el gen GPIHBP1 se identificaron dos mutaciones sin sentido
homocig6ticas Q115P y C65Y con afectacion en la funcién de la proteina al tener una
ausencia completa de union de LPL; y en el gen LMF1 se encontraron ocho nuevas variantes
sin sentido, de estas, R264C, R354W, R364Q, R523H y P562R eran predichas como

“probablemente dafiinas”.>

La proteina APOAS5 es un componente de las lipoproteinas HDL, VLDL y quilomicrones,
activa la LPL para una eficiente lipdlisis de triglicéridos; el alelo S19W (rs3135506) de este
gen se ha asociado con un aumento de HDL vy triglicéridos en pacientes con hipertension
arterial. La proteina FABP2 esta implicada en la utilizacion de acidos grasos en el intestino,
y el alelo A54T (rs1799883) muestra una mayor afinidad por los acidos grasos de cadena
larga; por lo tanto, promueve la formacién de quilomicrones y se ha asociado con el aumento

de triglicéridos.>?

Se ha examinado la asociacion de SNP G2548A en la region promotora del gen de leptina,
el SNP A223G localizado en el exon 4 del gen del receptor de leptina (LEPR, del inglés:
Leptin receptor), el SNP T495G que se encuentra en el intron 8 en el gen LPL y C34G
localizado en el exdn 8 del PPARY, estos genes se han asociado a alteraciones en las
concentraciones de lipidos en plasma como el incremento en la concentracion de colesterol

y triglicéridos.>®
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La hipoalfalipoproteinemia familiar se define como un nivel de colesterol HDL por debajo
del percentil 10 sin una causa secundaria y asociado con antecedentes familiares-debida a
mutaciones en genes como APOAI, LCAT y ABCAL1,; se sabe que mas de 40 genes diferentes
afectan los niveles de HDL.?5* Un estudio enfocado en la identificacion de SNPs en
ABCAL, encontrd tres mutaciones nuevas (1659V, R2004K y A2028V) en sujetos con
hipoalfalipoproteinemia; ademas, se identificd la variante R1068H (previamente reportada)
en sujetos masculinos con HDL entre 11.6 y 30.2 mg/dl e hipertrigliceridemia quienes tenian

enfermedad arterial coronaria.®®

3.2. Polimorfismos reportados del gen de PPARY.

Diversas investigaciones en PPARYy lo han asociado a patologias metabolicas como obesidad,
hipertension, diabetes, resistencia a la insulina y dislipidemias. EI SNP rs1801282 de PPARy
se asocio significativamente con Diabetes tipo 2 (OR = 1.64, 1C95% 1.09-2.46, p= 0.01) en
sujetos obesos de India mayores de 40 afios.>® Entre los polimorfismos que se han asociado
con obesidad en voluntarios con diabetes tipo 2 estan el rs8192673 encontrado en voluntarios
femeninos (1C95%, p=0.008) y el polimorfismo rs1801282 (Prol2Ala) en poblacion total
caucasica (1C95%, p=0.015).%’

Estudios previos demuestran que polimorfismos en los diferentes dominios de PPARYy se
asocian a alteraciones en las concentraciones de lipidos. Una de las variantes mas estudiada
en PPARYy es rs1801282 (mas conocida como Pro12Ala) que consiste en la sustitucion de una
citosina por una guanina (C>G) en el dominio de activacion independiente del ligando, como
resultado hay un intercambio de una prolina por una alanina en la posicion 12 de la proteina
gque a su vez provoca una actividad transcripcional disminuida; esta variante es de
importancia clinica debido a que se ha demostrado que puede aumentar el riesgo de

enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2 y obesidad.%®

En cuanto a las enfermedades cardiacas, el polimorfismo rs2933249 se asocié con mayor

riesgo de hipertension arterial (OR: 3.38, 1C95%: 1.50-7.62) en una poblacion china mayor
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de 35 afios y el SNP rs1152002 se asocid con susceptibilidad a enfermedad arterial coronaria

en individuos con edad media de 62 afios (P <0.05).5%°

Estudios previos han sugerido que PPARYy puede tener relacion directa en el control del
metabolismo de lipidos o relacion indirecta al inducir la transcripcion de genes blanco. Entre
esos genes se incluyen el gen AP2 especifico de tejido adiposo, de la lipoproteina lipasa
(LPL), de la proteina transportadora de &cidos grasos (FATP) y el transportador con dominio
de union a ATP-Al (ABC-A1l). Existe asociacion entre los polimorfismos 12351626 C/G y
la 2415557 C/T con niveles altos de triglicéridos y colesterol total (1C95%, p=0.01).%®

3.2.1. Polimorfismos de PPARY asociados a dislipidemias.

Los polimorfismos de PPARy se han identificado en sus diferentes dominios: NTD, DBD y
LBD; ademas, se presentan en regiones intronicas las cuales son no codificantes.58662 En el
2014, un estudio encontré asociacion del polimorfismo ProAla con niveles altos de
triglicéridos y colesterol, que tuvo una frecuencia de 26% en una poblacion de 820 sujetos
chinos; en el mismo estudio, se encontro el polimorfismo rs3856806 localizado en el dominio
de union al ligando (posicion 96890 C>T) con una frecuencia del 15% y también asociado a

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (1C95%, p=0.01).%®

Estudios previos con PPAR han identificado nuevos SNPs en el dominio AF1 que se asocian
con dislipidemias en adultos aparentemente sanos del estado de Morelos, México. En una
investigacion hecha en el 2016 en voluntarios de 18 a 69 afios, se identificaron 45 variantes
alélicas, de las cuales solo cinco se habian reportados previamente. Algunas variantes estaban
relacionadas con el aumento de lipidos, entre ellas la variante en la posicion 97055 T>A, que
contribuyd al aumento de triglicéridos en sangre, y la variante en la posicion 97026 G>A,
que se relaciond con el aumento de LDL. Simultdneamente, se encontraron variantes que se
comportaron como protectoras al estar presentes en pacientes con valores mas bajos de
lipidos en sangre, como las variantes en las posiciones 96893 A>C y 96930 T>G, que se

relacionaron con una disminucién de triglicéridos. En este mismo estudio, se encontrd que
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24.8% de la poblacion presento hipercolesterolemia, 50% hipertrigliceridemia 'y 33.4% LDL

elevado.®?

Con respecto a los estudios realizados en el DBD de PPARY, sitio de interés para nuestra
investigacion, estan enfocadas a una enfermedad rara llamada Lipodistrofia Parcial Familiar
(FPLD). Este padecimiento se caracteriza por la distribucion anormal del tejido adiposo, las
personas tienen acumulacion de tejido adiposo en cara, cuello y abdomen y carecen de este
tejido en brazos, piernas y caderas; su origen es genético con patron de herencia autosémico
dominante que se atribuye a mutaciones en siete genes, uno de ellos es PPARy causante de
FPLD tipo 3.1 La variante rs12190925 (109852 T>A) que lleva a una sustitucion de una
cisteina por serina en el residuo 190 de la proteina (Cys190Ser) produce una perdida de la
capacidad de union al ADN y por consiguiente presenta una disminucion de la actividad
transcripcional. Esta mutacion se ha observado en casos de lipodistrofia parcial, donde las
personas afectadas presentan pérdida de tejido adiposo en las extremidades y acumulacion
de grasa alrededor de la cara y cuello, ademéas de diabetes tipo 2, hipertrigliceridemia,
hipoalfalipoproteinemia y esteatosis hepatica.* En el 2007 se analizé la variante en la
posicion 109864 C>T que condujo a la sustitucion de Argl66Trip en la proteina de PPARy
isoforma 2; esta variante se identifico en una mujer turca de 31 afios quien presentaba
hipertrigliceridemia severa asociada a lipodistrofia parcial familiar, la mutacién estuvo
ausente en 100 voluntarios caucasicos sanos, y en este mismo estudio se observd que esta
variante se encuentra en la region Il del dedo de zinc donde interrumpe la union al ADN y
detiene la actividad transcripcional de la proteina, produciendo clinicamente las

manifestaciones propias de la lipodistrofia.®*

Hasta la fecha se han descrito 38 mutaciones en PPARY asociadas a FPLD tipo 3: una en la

region promotora, 16 en el DBD, tres en la region de la bisagra'y 21 en el LBD.’
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4.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las dislipidemias son enfermedades multifactoriales, cuya importancia radica en que
favorecen la aparicion de alteraciones metabdlicas como obesidad, resistencia a la insulina o
diabetes y enfermedades cardiovasculares, las cuales representan serios problemas de salud
publica. Mutaciones genéticas que favorecen estas enfermedades se han asociado con

dislipidemias y su incidencia se ha incrementado a edades méas tempranas.

La alteracion de la actividad de genes como PPARY proporcionada por variaciones alélicas,
tiene impacto en el reclutamiento de cofactores que intervienen en la regulacion de la
transcripcion de genes blanco que participan en la adipogénesis, el metabolismo de glucosa
y lipidos. Si bien en diferentes partes del mundo se han hecho estudios enfocados en la
busqueda de polimorfismos en el gen de PPARY, en el estado mexicano de Morelos no se
han evaluado en dicho gen variantes alélicas propias de esa poblacion. Por tal motivo, en este
estudio se planted la identificacion de nuevos SNPs en el dominio de union al ADN de
PPARYy, region que estructuralmente es la mas relevante para inducir la expresion de genes
implicados en la adipogénesis y vias metabolicas, cuya alteracion puede estar relacionada
con la presencia de dislipidemias en poblacion de 18 a 25 afios. De acuerdo con lo

anteriormente mencionado, se plantearon las siguientes preguntas:

v ¢Existen y cuéales son los nuevos SNPs en el dominio de union al ADN de PPARy en
voluntarios estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias?
v' ¢Cual es la frecuencia de los nuevos SNPs en el dominio de unién al ADN de PPARy

en voluntarios estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias?
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5.0 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general:

Identificar la presencia. de nuevos SNPs en el dominio de unién a ADN de PPARyy
determinar su frecuencia en voluntarios estudiantes de Medicina de la UAEM con
dislipidemias.

5.1.1. Objetivos especificos:

v Clasificar las dislipidemias en voluntarios estudiantes de Medicina de la UAEM.

v Identificar nuevos SNPs en el dominio de unién al ADN de PPARy en los individuos
participantes.

v Determinar la frecuencia de los nuevos SNPs en el dominio de union al ADN de

PPARYy en sujetos participantes.
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6.0 HIPOTESIS

v" En el dominio de unién al ADN del gen PPARy hay dos nuevos polimorfismos de
nucledtido Unico en voluntarios estudiantes de Medicina de la UAEM con
dislipidemias.

v" La frecuencia de los nuevos SNPs en el dominio de union al ADN del gen PPARy no

sera mayor al 5%.
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7.0 METODOLOGIA

Tipo de estudio: Exploratorio de tipo transversal, de no intervencion.

Lugar y periodo: Se realiz6 en Laboratorio de Biologia Células Troncales de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, durante el periodo de
septiembre de 2018 a noviembre de 2019.

Poblacion de estudio: Esta investigacion se enfocd en estudiantes de la Facultad de

Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

Tamarfo de muestra: 50 voluntarios, dada la hipétesis de que se encontrarian dos nuevos

SNPs en el fragmento del DBD de PPARY que equivaldrian al 1% de la poblacion incluida.

Tipo de muestreo: No probabilistico por conveniencia. Los voluntarios fueron invitados a

participar en el estudio mediante platicas de concientizacion.

Criterios de inclusidn, exclusién y eliminacién: Se incluyeron estudiantes de la Facultad
de Medicina de la UAEM, con edades de 18 a 25 afios, quienes tuvieran uno o mas tipos de
dislipidemia, que aceptaron participar voluntariamente y se sometieron al proceso de
consentimiento informado. Los criterios de exclusion fueron: voluntarios que decidieran
retirarse del estudio y aquellos con concentraciones de lipidos séricos normales. Y los
criterios de eliminacion fueron: muestras de voluntarios con insuficiente cantidad de ADN,

mal etiquetadas y mal procesadas.
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Caracteristicas de las variables.

Nombre

Tipologia

Definicion

conceptual

Definicion
operacional

Escala de
medicion

Unidad de

medida

Polimorfismo de un
solo nucledtido,
SNP

Colesterol total

Lipoproteinas de
alta densidad, HDL

Lipoproteinas de
baja densidad, LDL

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Es la variacion en la
secuencia de ADN
que afecta una sola

base (adenina,
timina, citosina o
guanina) de una
secuencia del
genoma, deben
darse en al menos
1% en una
poblacién.

Es un esterol que se
encuentra en la
membrana

plasmatica y los
tejidos corporales
de todos los
animales y en el
plasma sanguineo
de los vertebrados.
Se sintetiza
principalmente en el
higado y en la pared
intestinal.

Son responsables
del transporte
inverso del

colesterol de las
células periféricas al
higado. Su
concentracion se
relaciona
inversamente con el
riesgo de sufrir
arterosclerosis.

Son responsables de
transportar

colesterol a tejidos
con las mayores
demandas de
esterol. Se derivan
de las VLDL por
accion de varias

Se realizé mediante
secuenciacion
directa del ADN por
la unidad de sintesis
y secuenciacion de
ADN en el IBT de la
UNAM, utilizando el
secuenciador
automatico Applied
Biosystems modelo
3130xl.

Se midié en suero
por
espectrofotometria
automatizada,
realizada en el
laboratorio clinico
Centro
Hematoldgico de
Morelos en el
equipo Rx Imola de
Randox.

El colesterol unido a
HDL se midié en
suero por
espectrofotometria
automatizada,
realizada en el
laboratorio clinico
Centro
Hematoldgico de
Morelos en el
equipo Rx Imola de
Randox.

El colesterol unido a
LDL se midié en
suero por
espectrofotometria
automatizada,
realizada en el
laboratorio clinico
Centro

Nominal

De razén

De razon

De razon

Presente/
Ausente

mg/dl

mg/dl

mg/dI
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Triglicéridos

Hipercolesterolemia

Hipoalfa-
lipoproteinemia

LDL alto

Hipertrigliceridemia

Sexo

Edad

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

enzimas lipoliticas y
se sintetizan en el
higado.

Son un
lipidos

por glicerol
acidos grasos de
cadenas largas,
constituyen la
principal forma de
almacenamiento de
energia del
organismo.

tipo de
formados
y 3

Es la concentracion
alta de colesterol
total en la sangre.

Es la concentracion
baja de colesterol
unido a HDL.

Es la concentracion
alto de colesterol
unido a LDL.

Es la concentracion
alta de colesterol
total en la sangre

Es el conjunto de
caracteristicas

bioldgicas, fisicas,
fisioldgicas y
anatomicas que

definen a los seres
humanos como
hombre o mujer, y a
los animales como
macho y hembra.
Tiempo que ha
vivido una persona u
otro ser vivo
contando desde su
nacimiento.

Hematolégico de
Morelos con el uso
del equipo Rx Imola
de Randox.

Los triglicéridos se
midieron en suero
por espectro-
fotometria
automatizada,
realizada en el
laboratorio clinico
Centro
Hematolégico de
Morelos con el uso
del equipo Rx Imola
de Randox.

Un valor mayor de
200 mg/dl 424

Valor menor de 40
mg/dl en hombresy
menor de 50 mg/dl
en mujeres 444
Un valor mayor a
130 mg/dI 4%

Una concentracion

mayor de 150 mg/dl
42,44

Se identificé en el
registro de datos
personales

Numero de arfos

cumplidos  segun
fecha de
nacimiento
autorreportada.

De razon

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

De razon

mg/dl

Presente/
Ausente

Presente/
Ausente

Presente/
Ausente

Presente
Ausente

Hombre/
Mujer

Afos
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7.1 Consideraciones éticas.

El presente proyecto atiende las declaraciones internacionales de la 182 Asociacion Meédica
Mundial realizada en Helsinki Finlandia y su Gltima actualizacion de la 642 Asamblea
General, realizada en Fortaleza, Brasil en octubre del 2013. Asimismo, la ley General de
Salud en su titulo primero disposiciones generales articulo 1, articulo 2 fraccién 7, articulo 3
fraccion 11 titulo 5°. Articulos 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102 y 103. Atendi6 el reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Norma Oficial
Mexicana NOM-012-SSA3-2012 y el reglamento de la Comision Federal para la Proteccion

Contra Riesgos Sanitarios.

Para asegurar los aspectos éticos de esta investigacion, se solicité a los estudiantes que
aceptaran ser incluidos en el estudio. Se les entregd una carta de consentimiento informado
(anexo 1) que fue leida en voz alta por el investigador principal y/o el investigador asociado,
con la cual se les informo sobre los objetivos del estudio, los procedimientos a los que serian
sometidos, los posibles riesgos, beneficios de su participacion, la garantia de mantener su
informacion de manera confidencial y privada, asi como también su retiro voluntario y sin
represalia alguna en caso de asi desearlo en cualquier momento de la investigacion. La firma
de la carta del consentimiento informado se realizo en privado y en presencia de dos testigos
elegidos por el voluntario, entregandose copia original al participante. Los datos personales
de sexo, edad, direccidn, correo electronico y teléfono de contacto se obtuvieron a través de
un cuestionario que no fue identificado con el nombre del participante, sino que se le asigno
una clave Unica. Para mantener el anonimato de los participantes se utilizé el codigo E-
UDMM seguido de cinco numeros Unicos para cada uno de los voluntarios. Los participantes
no recibieron ningun beneficio econémico por participar, pero si recibieron sus resultados de
laboratorio y pruebas antropométricas realizadas, los datos de estas Gltimas no fueron
incluidas en esta investigacion. Ademas de que no hubo discriminacion alguna entre los
voluntarios. El resguardo de toda la informacion la realizd, de manera confidencial, el equipo

de investigacion.
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Este proyecto de investigacion forma parte de un proyecto mas amplio titulado “Base de
Datos para Identificar el Genoma Diabesogénico en Morelos”, registrado ante el Comité de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la UAEM con el nimero de folio 2017-77; asi
mismo esta incorporado al Estudio GEMM (Genética de Enfermedades Metabdlicas de
Meéxico): Bases Gendmicas del Metabolismo Postprandial; registrado con el nimero 2017-
75, por lo que fueron recolectados datos que no se incluyeron en el presente proyecto, pero

serén utilizados para futuras investigaciones.

Los participantes identificados con dislipidemia recibieron orientacion médica, para esto se
conto con el apoyo de un médico general y un médico internista quienes dieron asesoria a los

estudiantes que estuvieron problemas con la concentracion sérica de lipidos.

7.2 Consideraciones de bioseguridad.

Los materiales utilizados considerados como residuos peligrosos biologico-infecciosos,
fueron manipulados y desechados de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA-2002,
Proteccion ambiental-Salud ambiental- Residuos Peligrosos Bioldgico- Infecciosos—

Clasificacion y especificaciones de manejo.
7.3 Recursos.
La presente investigacion conto con los siguientes recursos:

» Recursos institucionales: el presente estudio se realizd en el Laboratorio de Biologia
de Células Troncales de la Facultad de Medicina de la UAEM. Se cont6 con la
participacion del laboratorio de analisis clinicos “Centro Hematologico de Morelos”
en donde se realizo el perfil lipidico. Adicionalmente se contd con la Unidad de

Diagnostico y Medicina Molecular del Hospital del Nifio y el Adolescente Morelense.

e Recursos humanos: Se contd con la participacion de siete personas para el desarrollo

de este proyecto. 1) El jefe del laboratorio de Biologia de Células Troncales quien
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coordiné de todos los procedimientos, equipos, suministros y todo el personal que
colabora en el laboratorio, ademas fue el investigador principal del proyecto. 2) El
encargado del laboratorio quien fue responsable de que el espacio, reactivos y equipos
se encontraran funcionando correctamente y fue la investigadora asociada de la
presente investigacion, encargada de contactar a los voluntarios, tomar las muestras
sanguineas, el proceso de éstas y la realizacion de la base de datos. 3) El encargado
del cuarto de cultivo, quien fue el responsable del buen funcionamiento del area,
incluyendo materiales, reactivos y equipos utilizados en la misma. 4) Una prestadora
de servicio social, quien auxili6 en la toma de muestra sanguinea y en su
procesamiento y en la realizacion de la base de datos del proyecto. 5) Una estudiante
de posgrado quien apoy6 en el proceso del consentimiento informado, las citas y
entrega de resultados de perfil de lipidos. 6) Un médico general y 7) un meédico
internista quienes dieron asesoria clinica a los estudiantes con alteracion en la

concentracion sérica de lipidos.

Recursos materiales: el Laboratorio de Biologia de Células Troncales conto con el
espacio, equipos, reactivos y materiales necesarios para el procesamiento del ADN.
La técnica de secuenciacion se realizo en la USSDNA del IBT. La determinacion del
perfil lipidico fue hecha por laboratorio de andlisis clinicos “Centro Hematologico de

Morelos”.

Recursos financieros: el proyecto tuvo una inversion de aproximadamente $56
500.00 (MXN), utilizados para proveer de insumos faltantes, como material para la
toma de muestra sanguinea, la secuenciacion de las 30 muestras de ADN vy la
determinacion del perfil lipidico, independientemente de los reactivos y aparatos

utilizados para biologia molecular.
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7.4. Procedimientos del laboratorio.

7.4.1. Extraccion de muestras sanguineas.

A los voluntarios que decidieron participar en el estudio, se les asignd una fecha para acudir
a la toma de muestras sanguineas. Se les indico que acudieran con un ayuno nocturno de 9 a
12 horas, recomendacién basada en la Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, Para
la prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias. Se recolectaron dos tubos (10 ml)
de sangre venosa sin anticoagulante para obtener el suero utilizado en la determinacion del
perfil lipidico y dos tubos (8 ml) de sangre con EDTA para obtener los leucocitos utilizados
en la extraccion y purificacion de ADN.

Una vez obtenida la sangre en los tubos sin anticoagulante, se dejaron 30 minutos en reposo
para permitir la coagulacion sanguinea y se centrifugaron a 300 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente se separd 1 ml de suero sanguineo en un tubo secundario para el perfil lipidico
y 500 pl en aproximadamente 5 microtubos que fueron almacenados en ultracongelacion que

seran utilizadas en posteriores investigaciones.

7.4.2. Determinacion del perfil lipidico.

El tubo secundario con suero se mantuvo en temperatura de 2 a 8 °C durante el traslado y
entrega el mismo dia al personal del laboratorio de analisis clinicos Centro Hematoldgico de
Morelos S. A. de C. V., donde fue realizada la determinacion de las concentraciones de
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL vy triglicéridos, cuantificados por

espectrofotometria en el equipo automatizado Rx Imola de Randox.
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7.4.3. Extraccion y purificacion del ADN.

Método de lisis de eritrocitos.

Este procedimiento de realiz6 dentro de una campana de bioseguridad para evitar
contaminacion. Se realizo la lisis de los eritrocitos tomados al retirar la capa leucocitaria
(“buffy coat”) del tubo de muestra sanguinea con anticoagulante. EI procedimiento consistio
en: colocar 400 pl del “buffy coat” en un tubo de centrifuga de 15 ml, agregar 9 ml de
solucidn de lisis de eritrocitos (cloruro de amonio 1X), centrifugar a 300 g durante 5 minutos
a 24°C, posteriormente realizar dos lavados con PBS 1X, decantar el sobrenadante y la
pastilla celular resultante (leucocitos) se resuspendié en 4 ml de PBS 1X para realizar el
conteo celular. Al final se realizo el céalculo correspondiente para obtener el nimero de

leucocitos por pl.

Aislamiento de ADN.

Se tomaron aproximadamente 5 millones de leucocitos libres de PBS para la extraccion de
ADN. Se agregaron 500 pul de solucién ETS y 12.5 ul de proteinasa K y se incubo6 durante 16
horas a 65°C con una agitacion de 50 rpm. Al término de la incubacion, se realizaron dos
extracciones con fenol/cloroformo que incluyeron centrifugaciones a 16000 g por 5 minutos
a temperatura ambiente. Después se realiz6 una precipitacion de ADN con etanol absoluto y
NaCl 5M, después se incubo en hielo seco durante 30 minutos. Se centrifugd a 16000 g por
10 minutos a 4°C y se decantd el sobrenadante cuidando de no desprender el boton de ADN.
Los tubos con las muestras se colocaron en una incubadora a 37°C para evaporar el mayor
volumen de etanol residual, pero evitando que la muestra se secara por completo. EI ADN
fue resuspendido en solucion TE a pH de 7.4. Las muestras se conservaron a 4°C hasta su

posterior uso.
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7.4.4. Determinacion del rendimiento y pureza del ADN.

El rendimiento de las muestras se determind mediante espectrofotometria en el equipo
BioDrop, se midi6 la concentracién de ADN en pg/ul; para evaluar la pureza de las muestras,
se considerd la relacion de las absorbancias A260/280 y A260/230.

Un valor A260/280 igual o mayor a 1.8 indic6 pureza del ADN adecuada, un valor de 1.7
indicd la pureza aceptable y valores iguales o menores a 1.6 fueron consideradas como
muestras contaminadas con proteinas. En cuando a la lectura A260/230, un valor igual o
mayor de 1.8 indicd pureza adecuada, de 1.7 pureza aceptable y un valor igual o menor de
1.6 significé que la muestra estaba contaminada con sales o fenol.

7.4.5. Evaluacion de la integridad del ADN.

Se realizo la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1.2% utilizando el intercalante
bromuro de etidio (1 pg/ul), que permitio la valoracion de la integridad del ADN purificado.
Para cargar las muestras en el gel, en cada pocillo se utilizaron 2 pl de muestra a una
concentracion de 0.1 pg/ul, 8 ul de soluciéon TE y 3 pl del colorante azul de bromofenol, en
un pocillo lateral se colocaron 2 ul del marcador de peso molecular ADN Lambda digerido
con Hindlll. La corrida electroforética se realizé durante 45 min a 180V. El gel se visualizo

en el transluminador de luz ultravioleta UVP.

7.4.6. Evaluacion de amplificacion de ADN.

Se utilizé la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés: Polymerase
Chain Reaction), mediante la amplificacion de una region de 307 pb del gen Gliceraldehido
3 Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH, del inglés: (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase). Se observo en el gel el fragmento del tamarfio esperado, que esto indico que
las muestras de ADN podian ser utilizadas como templado para pruebas posteriores de PCR

con los oligonucledtidos del exon 5 de PPARY.
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Los reactivos para una reaccion de 50 pl se utilizaron en los siguientes volumenes:
e Agua MilliQ filtrada: 28.5 pl
e Buffer Tag ADN polimerasa 10 X: 5.0 pl
e MgCl2 30 mM: 3.0 ul
e dNTPs 10 mM: 1.0 ul
e Oligonucledtido sentido GAPDH (0.1 pg/ul): 1.0 ul
e Oligonucleétido anti sentido GAPDH (0.1 ug/ul): 1.0 ul
e Enzima Taq ADN pol (5 U/ul): 0.5 pl
e Muestra de ADN (0.1 pg/ul): 10 pl

El control positivo que se utilizo fue una muestra de ADN genomico conocido y el control
negativo fue agua MilliQ. La reaccion de PCR de muestras y los controles se colocaron en
un termociclador que se programo con los siguientes parametros:

Desnaturalizacion inicial de la muestra a 94°C por 5 minutos; posteriormente 40 ciclos con
30 segundos a 94°C para la desnaturalizacion, 30 segundos a 62°C para el alineamiento de
los oligonucledtidos y 30 segundos a 72°C para la elongacion; por Gltimo 10 minutos a 72°C

para elongacion final.

Posteriormente para evaluar los productos de amplificacion se utilizo la electroforesis en un
gel de agarosa al 2%, se utilizo el “GeneRuler 100 pb DNA Ladder” como marcador de peso
molecular y el gel se tifi6 con bromuro de etidio para visualizar las bandas. La corrida
electroforética se realizé durante 45 minutos a 250 V y posteriormente el gel se visualizo en

un transiluminador de luz ultravioleta UVP.

7.4.7. Disefo de oligonucledtidos

Para realizar el disefio de oligonucleétidos, como primer paso, se descargé la secuencia del
gen PPARy (referencia NG_011749) de la base de datos de nucleétidos de NCBI®®. El
dominio de unién a ADN se encuentra distribuido en los exones 4, 5y 6 del gen, por razones
estratégicas, se realizo el disefio de un par de oligonucleétidos para el exén 5 que abarca la

mayor parte del DBD. El disefio se realizo en el programa “Oligo Calculator” de NCBI donde
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se buscaron las mejores condiciones considerando las siguientes variables: tamafio del

oligonucleotido de 24 o 25 nucledtidos, la temperatura de fusion (Tm) de los oligonucle6tidos

que no variara mas de 2 °C entre ellos y ésta estuviera entre 55°C y 72°C, que no presentara

complementariedad ni formacion de dimeros entre ellos mismos y el contenido de GCs fuera
entre el 40 y 60% (anexo 2).

7.4.8 Amplificacion del exon 5 de PPARY.

Se realiz6 la amplificacion del exén 5 de PPARYy de 52 muestras de ADN de los participantes

de proyecto, las condiciones utilizadas fueron: una temperatura de alineamiento de 64.2°Cy

una concentracion de MgCl, de 1.5 mM.

Los reactivos para una reaccion de 50 pl se utilizaron en los siguientes volumenes:

Agua MilliQ filtrada: 29 pl

Buffer Taq ADN polimerasa 10 X: 5.0 pl

MgCl2 30 mM: 2.5 ul

dNTPs 10 mM: 1.0 pl

Oligonucleotido sentido GAPDH (0.1 pg/ul): 1.0 ul
Oligonucledtido anti sentido GAPDH (0.1 pg/ul): 1.0 pl
Enzima Tag ADN pol (5 U/ul): 0.5 ul

Muestra de ADN (0.1 pg/ul): 10 pl

El control positivo que se utilizé fue una muestra de ADN gendmico conocido y el control

negativo fue agua MilliQ. La reaccion de PCR de muestras y los controles se colocaron en

un termociclador que se programo con los siguientes parametros:

1) Desnaturalizacion inicial de la muestra: 94°C por 5 minutos.

2) Desnaturalizacion: 40 ciclos con 30 segundos a 94°C.

3) Alineamiento de los oligonucledtidos: 30 segundos a 64.2°C.

4) Elongacién: 30 segundos a 72°C.

5) Elongacion final: 10 minutos a 72°C.
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Posteriormente para evaluar los productos de amplificacion se utilizo la electroforesis en un
gel de agarosa al 2%, se utiliz6 el “GeneRuler 100 pb DNA Ladder” como marcador de peso
molecular y el gel se tifi6 con bromuro de etidio para visualizar los fragmentos de
amplificacion. La corrida electroforética se realizd durante 45 minutos a 250 V vy

posteriormente el gel se visualizé en un transluminador de luz ultravioleta UVP.

7.4.9. Purificacion de los productos de PCR.

Para la secuenciacion de los productos de PCR, se seleccionaron 30 muestras de los
voluntarios con dislipidemias que tuvieron los resultados de lipidos mas elevados. Una vez
que se obtuvieron los productos de PCR, se purificaron mediante la técnica de purificacion
en gel. Estos se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% durante 30 minutos a 80 V, con la luz
UV se ubicaron las bandas del tamafio de producto de interés (455 pb), se corto el fragmento
del gel que correspondié a las bandas de las muestras, se colocé en una caja de Petri de vidrio
y con ayuda del bisturi se cortd en pedazos muy pequefios, posteriormente se colocaron en
un tubo de microcentrifuga. Se agregd fenol (el volumen se calculé con la diferencia del peso
del tubo con el gel menos el peso del tubo de microcentrifuga vacio (pesado previamente) el
resultado se multiplica por 1000 y fue la cantidad de ul agregada) y se colocé a -20 °C por
20 minutos, se centrifugo el tubo a 12 000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se
colocé el sobrenadante transparente en un nuevo tubo de ensayo, se agregd 1 ml de etanol
absoluto y NaCl 5M en un volumen correspondiente a una décima parte del volumen del
sobrenadante. Se homogenizd y se coloco el tubo a -80 °C por 15 minutos para precipitar el
producto de PCR, posteriormente se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. El pellet se lavd con 200 pl de etanol al 70%, se centrifug6 a 12 000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente, se decanto el sobrenadante cuidando de no desprender el
pellet y se dejo secar la muestra por 10 minutos a 42 °C en el concentrador de muestras de
ADN miVac. El pellet se resuspendio en 15 ul de agua MilliQ filtrada, se dejé homogenizar
durante 24 horas y posteriormente se cuantificé en BioDrop. Se determiné la concentracion
por microlitro y se realizaron los calculos correspondientes para llevar las muestras a 20 y 50

ng/pl, segliin la concentracion de estas.
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7.4.10. Determinacion del tamafio del producto de PCR purificado.

Después de evaluar la pureza y el rendimiento de los productos de amplificacion purificados,
se comprobo el tamafio del producto de amplificacion, para el cual se realizé un gel de
agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio (1 mg/ml). El tamafio esperado de la banda fue
de 455 pb y se utilizé como marcador de peso molecular el “GeneRuler 100 pb DNA Ladder”.
Se cargaron 50 ng del fragmento de amplificacion obtenido de cada muestra, mas 3 pl de
azul de bromofenol y se ajust6 el volumen a 12 pl con agua MilliQ filtrada. La corrida
electroforética se realizé durante 45 minutos a 80 V y posteriormente el gel se visualiz6 en

un transiluminador de luz ultravioleta UVP.

7.4.11. Secuenciacion del dominio de union a ADN de PPARY.

La secuenciacion de los productos de amplificacion fue realizada por la Unidad de Sintesis
y Secuenciacion del ADN (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, campus
Morelos. Esta se realizo por el método de Sanger usando didesoxiterminadores fluorescentes
y un secuenciador automatico de ADN (Applied Biosystems, modelo 3130xI) que funciona
a base de 16 capilares, en los cuales se realiza la separacion electroforética. La calidad de la
secuenciacion dependi6 de la calidad del ADN utilizado como templado y de la especificidad

del oligonucleotido.
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7.4.12. Evaluacion de calidad de las secuencias del dominio de unién a ADN de
PPARY.

Una vez obtenido el orden de los nucledtidos en la secuenciacion del exén 5 de PPARy, se

evalud la calidad de la secuencia por medio de un electroferograma utilizando el programa

Sequence Scanner v.2. El electroferograma consiste en

una grafica que arroja el secuenciador después de

analizar la electroforesis y muestra el orden de las bases

a partir de curvas de fluorescencia (una por cada base).

Es importante revisar los electroferogramas antes de

continuar con los anélisis de muestras debido a que

proporciona informacion fundamental incluyendo la

calidad de la PCR, asi como la confiabilidad de los datos

obtenidos. Los parametros que se tomaron en cuenta

para evaluar la calidad de las secuencias son:

Resolucidn de los picos bien definida.
Uniformidad en la separacion entre picos.

RFUs (niveles de relativos de fluorescencia)

W

M

H

v

Codigo de nucleotidos IUPAC

AoG

CoT

GoC

AoT

GoT

AoC
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AoGoT :
AoCoT s
AoCoG

Figura 6. Codigo de nucledtidos de la

secuenciacion segun la IUPAC.

de los picos con valores aceptables entre 500 y 1000 y 6ptimos mayores de 1000.

Valor de Qv: es la estimacion de la probabilidad de que una asignacion sea un

error, un Qv > 20 indica que es una secuencia de buena calidad.

Si en el 70% o mas de la secuencia completa presenta bases con Qv > 20, la

secuencia puede ser utilizada en analisis posteriores, como en un algoritmo de

alineamiento de secuencias (BLAST).

Se utilizaron las reglas de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, del

inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry) para identificar mas de una clase

de nucledtidos en una posicién de acuerdo con la figura 6.
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7.4.13. Alineamiento de secuencias con del dominio de union a ADN de PPARY.

Después de comprobar la calidad de las secuencias, se realiz6 un alineamiento de cada una
de las secuencias de los voluntarios con la secuencia de PPARY ya reportada. Este se realiz6
en el programa BLAST®® para confirmar que el fragmento fuera del dominio de unién al
ADN del gen Homo sapiens peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG),
RefSeqGene on chromosome 3 al que le corresponde el ID NG_011749.% La posicion en el
genoma de las secuencias de los voluntarios fue de 109765 a 109903 pb, corresponde al exén

5 del gen y comprende 139 pb.

7.4.14. Alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos.

Se realizo el alineamiento mdaltiple en el programa CLC Sequence viewer 6.6.1, alineando las
secuencias de los voluntarios con la secuencia de referencia de PPARy (NG_011749). Este
alineamiento permite identificar las diferencias entre secuencias como cambios en una sola
base, insercion o supresion de bases. Se realizo el analisis de las 30 secuencias, identificando

las posiciones de nucledtidos que no correspondan con la secuencia de referencia.

7.4.15. Traduccion nucleotido a proteina y alineamiento de aminoéacidos.

Se utilizd en programa Blastx®® para traducir las secuencias de nucledtidos a proteina y
posteriormente se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos con el

fin de determinar las posiciones en donde hubo cambio de amino4cido.

7.4.16. Predictor de dafio a la estructura y funcion de la proteina.

Se utilizé el software PolyPhen-2 para predecir el posible impacto la sustitucién de
aminoacidos en la estructura y funcién de la proteina de PPARy. De esta manera se predijo
si los SNPs no sinénimos identificados eran: “probablemente dafiinos”, “posiblemente

dafiinos” 0 “benignos”.%’
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7.5. Andlisis estadistico

Se gener6 una base de datos que incluyé el codigo asignado al participante, edad, sexo y
concentraciones séricas de lipidos; se generaron variables cualitativas dicotomicas para cada
una de las dislipidemias (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia
y LDL alto) colocando en la etiqueta “0” para ausencia y “1” para presencia. La misma base
incluy6 datos de calidad de la muestra ADN colocando “0” para contaminacion de proteinas
o fenol, “1” para pureza aceptable y “2” para pureza dptima, también se incluyeron los datos
de concentracion por ul del ADN purificado. Ademas, se generd una base de datos en el
programa Excel para los polimorfismos de nucleétido unico identificados, colocando cédigo

de muestra, nimero de polimorfismos, cambio de nucleétido y posicion en el gen.

Se realizé el analisis descriptivo de las variables cuantitativas y cualitativas; se calcularon
proporciones y medidas de tendencia central (media, mediana) y de dispersion (desviacion
estandar, rango, rango intercuartil) acordes con la distribucion de las variables evaluadas. Se

utilizo el programa Stata v14.2
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8.0 RESULTADOS

Se invitd a participar en el estudio a aproximadamente 200 estudiantes de la Facultad de
Medicina de la UAEM; 70 de ellos aceptaron participar, y tenian entre 18 y 25 afios. De los

cuales, 52 voluntarios cumplieron los criterios de inclusion.

A continuacién, se menciona el comportamiento general de las dislipidemias. Tomando en
cuenta a los 70 estudiantes que decidieron participar en el estudio, a todos se les realiz6 el
perfil de lipidos. Se identifico alteracion en al menos un valor de lipidos en 52 voluntarios
(74.3%) y éstos fueron los incluidos en la presente investigacion. La hipoalfalipoproteinemia
se presentd en el 75% en el total de 70 estudiantes siendo la dislipidemia més frecuente. La
segunda dislipidemia mas alta fue el LDL alto con 32.7%, seguida de hipercolesterolemia
con 23.1% y la menos frecuente fue la hipertrigliceridemia presente en el 17.3% de los

voluntarios participantes (datos no mostrados).

Los siguientes apartados corresponden unicamente a datos de la poblacion que cumpli6 con

los criterios de inclusion.
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8.1 Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

La distribucion por sexo de la poblacion se muestra en el gréafico 1, se incluyeron 32 mujeres
(61.5%) y 20 hombres (38.5%). La edad de los participantes fue de 18 a 25 afios, con una
media de 20.3 (DE= %1.7) y una mediana de 20 afios.

Gréfico 1. Distribucién de la poblacion de estudio por sexo. Proyecto
“Busqueda de nuevos polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes
de Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a
noviembre 2019.

38.5%

| I Hombres [ Mujeres |

Con respecto a las concentraciones de lipidos séricos. La media de colesterol fue 170.6 mg/dl
(DE= £39.6), con valores minimo de 114 y maximo de 334, valor del cuartil 1 (Q1) de 140.5
y valor del cuartil 3 (Q3) de 175.5 mg/dl. En los triglicéridos la media fue 114.3 mg/dl (DE=
+78 mg/dl), minimo 50 y maximo 559.8, mediana 99.5, Q1 de 75.6 y Qs de 116.3 mg/dl. El
HDL en hombres, la media fue 41.2 mg/dl (DE= £8.4), con valor minimo de 28.5 y maximo
de 60.3, mientras que para mujeres la media fue de 42.8 mg/dl (DE=%9.5) y un rango de 31
a 81.9 (datos no mostrados). Finalmente, para LDL la media fue 116.1 mg/dl (DE= £+37.1)
con un minimo de 69.4, maximo de 275.7, Q1 de 88.2 y Qz de 142.9 mg/dl (cuadro 1).
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Cuadro 1. Valores de lipidos en sangre. Proyecto “Busqueda de nuevos polimorfismos en el DBD
de PPARY en estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre de 2018 a

noviembre del 2019.

Lipido m DE Me Minimo | Maximo | Qg Qs
(mg/dl)
Colesterol 170.6 +39.6 164.0 114.0 334.0 140.5 | 175.5.0

Triglicéridos [ 114.3 +78.0 99.5 50.0 559.8 75.6 116.3

HDL 42.1 9.8 40.7 28.5 81.9 35.6 47.2

LDL 116.1 +37.1 104.2 69.4 275.7 88.2 142.9

Los valores corresponden a mg/dl, se presentan en medias (m), desviacion estandar (DE), mediana (Me),
minimo y maximo, primer cuartil (Q1) y tercer cuartil (Q3). HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL:
lipoproteina de baja densidad.

En general la media del grupo se encontr6 dentro de los valores normales. Sin embargo, como
se puede observar en el rango hay una gran dispersion de los valores, en los que se puede
demostrar que en todos los valores bioquimicos encontramos individuos dentro de los valores

normales.

La distribucion de las alteraciones de los lipidos de la poblacion estudiada se presenta se la
siguiente manera: en hombres, se identifico hipoalfalipoproteinemia en el 55%, mientras que
en las mujeres se presento con un porcentaje de 87.5%. En hombres y mujeres, el LDL alto
se observd con frecuencias similares en un 35y 32.2%, respectivamente. Por su parte, la
hipercolesterolemia fue mas frecuente en hombres (30%) que en mujeres (18.8%), de igual
manera, la hipertrigliceridemia tuvo una presencia mayor en los hombres con un 25% a

diferencia de las mujeres con solo el 12.5% (grafico 2).
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Gréfico 2. Prevalencia de tipos de dislipidemias por sexo. Proyecto “Busqueda de
nuevos polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes de Medicina de la
UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.
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También se identificaron mas de un tipo de dislipidemia presente a la vez en ocho diferentes
combinaciones, las cuales son presentadas en el grafico 3. Las dos combinaciones mas
frecuentes fueron la hipercolesterolemia con LDL alto presente en el 11.5% de la poblacidn,

seguida de la hipoalfalipoproteinemia con LDL alto en 5.8%.
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Gréfico 3. Prevalencia de dislipidemias combinadas. Proyecto “Busqueda de nuevos
polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes de Medicina de la UAEM con
dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.
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Abreviaturas: COL1, hipercolesterolemia; TGT, hipertrigliceridemia; HDL |, hipoalfalipoproteinemia;
LDL1, LDL alto.

8.2 Extraccion y purificacion de ADN.

Se realizo la extraccion y purificacion de las 52 muestras de ADN de los participantes.

8.2.1 Determinacion del rendimiento y pureza del ADN.

La media del rendimiento total del ADN purificado fue de 16.3 pg en 300 pl, siendo 1.8 y
35.1 pg los valores minimo y méaximo, respectivamente. En el cuadro 2 se muestran las
frecuencias del rendimiento total de ADN que, para su mejor evaluacion se han clasificado
en tres categorias: igual 0 menor de 9.99, de 10 a 19.99 e igual o mayor de 20 pg. Mas del
70% de las muestras tuvieron concentraciones de ADN mayores de 10 pg; aungue en el 23%
de las muestras se obtuvieron concentraciones menores de 9.99, la cantidad fue suficiente

para continuar con los procedimientos.
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Cuadro 2. Frecuencias del rendimiento total del ADN purificado. Proyecto “Busqueda de nuevos
polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias”.
Septiembre de 2018 a noviembre del 2019.

Rendimiento total (jg) f %
Igual 0 menor de 9.99 12 23.0
De 10 a 19.99 20 38.5
Igual 0 mayor de 20 20 38.5
Total 52 100.0

f= frecuencia absoluta.

Con respecto a la pureza del ADN, un valor de la relacion 260/280 menor a 1.6 nos indico
contaminacion por proteinas, el 63.5% de las muestras tenia una pureza adecuada (valor
mayor de 1.8), 34.6% presentaron una pureza aceptable (valor 1.7) y solo el 1.9% de las
muestras se consideraron contaminadas por proteinas (cuadro 3). Un valor menora l.5en la
relacién 260/230 nos oriento a que la muestra se encontraba contaminada por sales o fenoles,

COmMO consecuencia, una cuarta parte de las muestras estuvieron contaminadas.
Finalmente, el 98.1% del total de las muestras no estaban contaminadas con proteinas y en

el 75% no se detectd contaminacidn con sales o fenoles, esto nos refleja que la mayoria de

las muestras fueron ideales para la amplificacion por PCR.
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Cuadro 3. Frecuencias de los valores de pureza del ADN. Proyecto “Busqueda de nuevos

polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias”.

Septiembre 2018 a noviembre 2019.

A280/260 f % A260/230 f %
Pureza 33 63.5 Pureza 34 65.4
adecuada adecuada
Pureza Pureza
aceptable 18 34.6 aceptable ° 96
Conteilmmacmn 1 19 Contaminacion 13 250
proteinas Sales o fenol
Total 52 100.0 Total 52 100.0

f= frecuencia absoluta, % (porcentaje): frecuencia relativa.

8.2.2 Evaluacion de la integridad del ADN purificado.

Se realizé la evaluacion de la integridad de las 52 muestras de ADN purificadas. En la figura

7 se presentan 8 muestras de ADN de voluntarios en un gel de electroforesis. Las bandas se

encuentran por arriba del fragmento de 23000 pares de bases del marcador de peso molecular

y no muestran barrido en su parte inferior. No se observo degradacion en el 100% de las

muestras.
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E-UDMM-00007.1

E-UDMM-00106

E-UDMM-00109

E-UDMM-00112
E-UDMM-00122

E-UDMM-00143

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de ocho muestras de ADN
de voluntarios de la serie E-UDMM. No se observa degradacién de ADN.
Condiciones: 180 V durante 45 minutos, marcador ADN Lambda/HindlII.

E-UDMM-00158

E-UDMM-00172
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8.2.3. Evaluacién de la amplificacion del ADN purificado.

Se realiz6 la evaluacion de la amplificacion de una region del gen GAPDH. En la figura 8 se
observan ocho de las 52 muestras de ADN de los voluntarios participantes, se aprecia un
fragmento de amplificacion que corresponde al tamafio del control positivo y al tamafio
esperado de 307 pb. ElI 100% de las muestras de ADN purificado presentd la calidad
suficiente para realizar PCR, independientemente del nivel de contaminacién de proteinas o

sales y fenol.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion para GAPDH de ocho muestras de ADN de la serie E-
UDMM. Las bandas tienen un tamafio de 307 pb. Marcador de peso
molecular “GeneRuler 100 pb DNA Ladder”. Control positivo: ADN de
buffy coat conocido. Control negativo: H.O MilliQ. Condiciones: 250 V

durante 45 minutos.

8.3 Disefio de oligonucledtidos.

Se identifico el gen que codifica para PPARy localizado en el cromosoma 3 en la regién
3p25.2, la secuencia gendmica abarco 153 507 pb desde la posicion 5001 hasta la 151 507 y
estuvo conformada por 8 exones como se ilustra en la figura 9a. El analisis de la secuencia
mostro que los exones 3 al 8 conformaron la region codificante de PPARYy y su tamarfio fue

de 1434 nucledtidos.
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De acuerdo con la secuencia gendmica de PPARY, el dominio de unién al ADN se compone
de los ultimos 69 nucledtidos del exdn 4, todo el exon 5 y los primeros 44 nucleétidos del

exon 6 (figura 9b).

Referencia de secuencia NCBI: NG_011749 ADN 153507 bp Localizacién: 3p25.2
Exones 1 2 3 4 5 6 7 8

Unién de 5001-5171 29531-29604  96855-97082 9847308642  109765-109903 123033-123232 133855-134305 151049-151507

ARNm

Regidn codificante 1434 nt

el 2 B Le-§ s Nilc B 7 N s

Dominio N-terminal Dominio de unidn al ADN Dominio de unidn al ligando
b 3-80aa 110-193 aa 209-476 aa

Figura 9. Organizacion de exones y dominios de PPARy. A) Representacion de los 8 exones del gen'y su region
codificante que incluye 1434 nucledtidos. B) Dominios conservados de la proteina PPARy: Dominio N-
terminal, Dominio de unién al ADN y Dominio de union al ligando. El dominio de interés para esta
investigacion se muestra en verde. Gen PPARy NCBI ID: NG_011749 . Proteina PPARy secuencia de
referencia NCBI: NP_619726.°

Se realizo el disefio de un par de oligonucleotidos de un tamafio de 24 nucle6tidos cada uno
para el exdn 5, logrando abarcar la mayor parte del dominio de unién al ADN (figura 12b).
Los oligonucleotidos fueron sintetizados en la USSDNA del IBT. El oligonucledétido sentido
fue CAG CTG GAT GTG GTC AGT GTC TAA ubicado desde la posicion 109 522 a 109
545 del intron 4 del gen y el antisentido fue ATG GCT TTA GTG TCC ACT GGT CTG
desde la posicidén 109 976 a 109 953 en el intron 5, el fragmento amplificado tuvo un tamarfio
de 455 pb. De esta manera se logré amplificar completamente la region codificante para el
exon 5 de PPARy que inicia en la posicion 109765 y termina en la posicion 109903 gen
(figura 10).

75



|'NG_01 1749.1:109747..110046 Homo sapiens peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG), RefSeqGene on chromosome 3 |
tessee |ossse  [1escse  |iesese  |\esren  [l7s | [essen |wgese [1esee  [e9sse oK

. 109 522 a 109 545 109 953 a 109 976
Oligonucledtido sentido Oligonucleotido antisentido

Figura 10. Ubicacion de los oligonucle6tidos para amplificar el exdn 5 de PPARy. El fragmento de
amplificacion comprende 455 pb desde la posicion 109522 a 109976. Se identificaron las posiciones
de los oligonucleétidos sentido y antisetido, asi como la ubicacién del exdn 5.

8.4 Amplificacion del exdn 5 de PPARY.

Se realizd la amplificacion del exon 5 de PPARy en las 52 muestras de ADN de los
voluntarios. En el gel de electroforesis se observo una banda de 455 pb que correspondi¢ al
tamario del producto esperado. En la figura 11 se muestra un gel de electroforesis con 10 de
estas muestras de ADN, todas presentaron capacidad de amplificacion del exon 5.

Gene Ruler
-UDMM-00104
-UDMM-00116

E-UDMM-00117
-UDMM-00118

E-UDMM-00120

E-UDMM-00123

E-UDMM-00135

E-UDMM-00147

E-UDMM-00152
-UDMM-00153
ontrol positivo
ontrol negativo

w  w w w

s B 0 ]

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de
amplificacion para el exén 5 de PPARy de 10 muestras de ADN de la serie
E-UDMM. Las bandas tienen un tamafio de 455 pb. Marcador “GeneRuler
100 pb DNA Ladder”. Control positivo: ADN de buffy coat conocido.
Control negativo: H20 MilliQ. Condiciones: 250 V durante 45 minutos.
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8.5 Analisis de las secuencias de ADN.

Por razones estratégicas y econdmicas, se decidid realizar inicamente secuenciacion a 30 de
las 52 muestras de ADN. De las secuencias de ADN analizadas, todas presentaron un
porcentaje superior al 80% con valores Qv> 20, RFUs mayores a 500, resolucion bien

definida y uniformidad en los picos.

Se identificaron méas de una clase de nucledtido en algunas posiciones de las secuencias por
lo que fue necesario utilizar el codigo de nucleétidos de la IUPAC. En la figura 12 se presenta
un ejemplo del electroferograma, parte de la secuencia E-UDMM-00114 en el programa
Sequence Scanner v.2; se muestran picos que corresponden a la lectura de los nucle6tidos
con resolucién bien definida, el valor Qv >20 y las RFUs mayores de 500. Ademas, se
observa una letra “M” en donde se sobreponen 2 picos de nucledtidos diferentes,
corresponden una citocina que comparte la misma posicién con una adenina; este se
considerd el SNP C >A.

[abj E-UDMM-00114-12400a.ab1 53

Valor Qv

Coordinates [x.y)

50—

4337.11
2500

|
G C

[ |
A G

Secuencia de
nucleotidos

A: Adenina
G: Guanina
C: Citocina

T: Timina

RFUs 10

a i
J no
.“mlq 1’! i\ \"} "l‘ “' | \

A ,LUA\,

VAY,
Figura 12. Electroferograma de la secuencia E-UDMM-00114. Se muestra parte de la secuencia analizada que
incluye el ex6n 5 de PPARY. La flecha negra indica un polimorfismo C >A con c6digo IUPAC “M”. Las barras
Qv con valores >20 se presentan en color azul. Los colores de los picos corresponden a un nucleétido: verde
para Adenina, negro para Guanina, azul para Citocina y rojo para Timina. Las RFUs (Unidades Relativas de
Fluorescencia) tienen valores mayores de 500. El programa utilizado fue Sequence Scanner v.2.
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Las 30 secuencias analizadas fueron: E-UDMM-00007.1, E-UDMM-00008.1, E-UDMM-
00014.1, E-UDMM-00104, E-UDMM-00105, E-UDMM-00106, E-UDMM-00107, E-
UDMM-00109, E-UDMM-00112, E-UDMM-00114, E-UDMM-00116, E-UDMM-00117,
E-UDMM-00120, E-UDMM-00122, E-UDMM-00125, E-UDMM-00135, E-UDMM-
00136, E-UDMM-00138, E-UDMM-00139, E-UDMM-00143, E-UDMM-00144, E-
UDMM-00145, E-UDMM-00146, E-UDMM-00147, E-UDMM-00151, E-UDMM-00153,
E-UDMM-00155, E-UDMM-00158, E-UDMM-00160 y E-UDMM-00167.

8.6 Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos.

Se realizd el alineamiento mdltiple de cada una de las secuencias de los voluntarios con la
secuencia de referencia de PPARy ID: NG_011749 (Anexo 3). De las 30 secuencias
analizadas, 11 (37%) tuvieron al menos un cambio de nucledtido.

En el cuadro 4 se enlistan las secuencias y los SNPs identificados, la secuencia E-UDMM-
00014.1 tuvo 3 cambios de nuclettidos en las posiciones 109844 G>A, 109881 T>C y
109888 G>C; la secuencias E-UDMM-00107, E-UDMM-00109, E-UDMM-00112 y E-
UDMM-00114 tuvieron 2 cambios de nucleétidos y en el resto de las secuencias solo se
identifico un SNP. En las secuencias E-UDMM-00014.1, E-UDMM-00106, E-UDMM-
00109 y E-UDMM-00158 se identificd el SNP G>A ubicado en la posicion 109844, mientras
que en el SNP 109888 G>C se identifico en las secuencias E-UDMM-00014.1 y E-UDMM-
00114.

Se analizaron los SNPs reportados en la base de datos de NCBI, en el Dominio de Unién al

ADN de PPARYy se han reportado 61 variantes, 36 de las cuales se encuentran en el exon 5

(figura 13). En este estudio, se identificaron 13 variantes diferentes en el exon 5.
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Cuadro 4. Identificacion de SNPs en el exdn 5 de PPARy de las secuencias de la serie E-
UDMM. Proyecto “Busqueda de nuevos polimorfismos en el DBD de PPARYy en estudiantes de
Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.

SISaS\I[(;NA Clave UDMM SNN(;;S Posicion 1 Posicion 2 Posicién 3 dis-ll—ilp?i(:jgéia
11148 E-UDMM-00007.1 1 109854 T>C | - | e HDL|
11151 E-UDMM-00014.1 3 109844 G>A* 109881 T>C | 109888 G>C** HDL|
11153 E-UDMM-00104 1 109793 A>C | - | - TG
11155 E-UDMM-00106 1 109844 G>A* | e | e HDL|
11156 E-UDMM-00107 2 109844 G>C 109873 A>C |  ------me-- COL1, LDL?
11157 E-UDMM-00109 2 109844 G>A* 109864 C>G | = ------m--- COL1?, LDL?
12399 E-UDMM-00112 2 109798 A>C 109852 T>C |  --—------- HDL|
12400 E-UDMM-00114 2 109781 C>A | 109888 G>C** | = -----mm-m- HDL|
12401 E-UDMM-00116 1 109826 G>C |  -m-memmm | - HDL|
12406 E-UDMM-00147 1 109872 G>C | - | e TG1T, LDL1T
12408 E-UDMM-00158 1 109844 G>A* | e | s COL1?, LDL?

*SNP comun en cuatro secuencias, sombreado azul. **SNP comun en dos secuencias, sombreado verde.
Abreviaturas: COL1, hipercolesterolemia; TG?, hipertrigliceridemia; HDL |, hipoalfalipoproteinemia; LDL1, LDL alto.

) 109,760

exon 5

rs1400804117

109,770

0672782 M C/T

109,780 109,790

Ubicacién de inicio

BCT 1222604363 BAC
149819710 C/G
15368726572 W A/IG

109,800

109.820

rs374670864 W G/T rsd41415646 M A/G  rs781526093 M A/G  rs753857970 M C/G rs1299228305 W C/T

109,830

109.840 109,850

rs1421126930 BA/G

15121909246 M C/T

NG_011749.1:109738..109896 Homo sapiens peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG), RefSeqGene on chromosome 3
109,810

109,860 109,870

109,880

109,890 109,900

Ubicacién de término |

15761941163 W A/G

1777103332 B C/G rs771815282 M AIG rs1 15149802972 R AC rs971658739 W AT 15945743954 B C/T 11325850074 B AG
151324650997 B A/G r$1315048063 W G/T B rs121909245 W AT rs1462603839 B A/IG
rs748808980 W A/G 6 BAG S 6988 W C/T r$148195786 MA/G rs1316093811 0 AIG
15201126401 M C/T  rs149064546 M C/G 1829538 B AG 151475289630 B C/T rs1163530380 M G/T

Figura 13. SNPS reportados en el exén 5 de PPARy. De acuerdo con la base de dados del NCBI, se han
reportado 36 variantes en esta regién que comprende desde la posicion 109765 a la 109903. Las variantes se

identifican con el c6digo “rs” seguido de una serie inica de niimeros.®

Las frecuencias de los nuevos SNPs identificados van del 3.3 al 13.3%, la variante en la
posicién 109844 G>A tiene la frecuencia mas alta (13.3%), otra variante en la misma
posicién, pero con cambio de G>C se encontr6 con una frecuencia de solo 3.3%; la segunda
variante con mayor frecuencia fue identificada en la posicion 109888 G>C con el 6.7%. El

resto de los SNPs se presentaron en el 3.3% de las secuencias (cuadro 5).
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8.7. Traduccién nucleotido a proteina y predictor de dafio a la estructura y funcion de

la proteina.

Con el fin de saber si estos cambios de nucleotidos afectaban la traduccion hacia la proteina
de PPARY, se realiz6 la traduccion de nucledtido a proteina de las 30 secuencias analizadas,
y se realizo su alineamiento (Anexo 4). El exdn 5 de PPARYy consta de 46 aminoacidos que
van de la posicién 133 a 178 en la proteina que tiene la secuencia de referencia NCBI:
NP_619726.%

En el cuadro 6 se enlistan la posicion de las variantes identificadas y su cambio de aminoacido
cuando aplica. El 85% de los SNPs fueron no sindnimos, es decir, que el cambio en el
nucleotido cambio el aminoacido de la proteina; 15% restante fueron SNPs sindnimos, no
presentan cambio en la secuencia de aminoacidos y correspondieron a las variantes en las
posiciones 109854 T>C y 109881 T>C.

Cambios importantes se vieron en los grupos R de los aminoacidos, que pudieran estar
implicados en el funcionamiento, plegamiento o estabilidad de la proteina PPARYy. Entre las
variantes mas importante tenemos la primera en la posicion 153 que implico un cambio de
arginina (Arg) perteneciente al grupo R con carga positiva por una prolina (Pro) con grupo
R alifatico; en la posicion 159 se observo la sustitucion de una Arg (grupo R con carga
positiva) por una treonina (Thr) del grupo polar sin carga; en la posicion 162 hubo un cambio
de una cisteina (Cys) del grupo R polar sin carga por una Arg (grupo R con carga positiva);
en la posicion 166 se encontro la sustitucion de una Arg (grupo R con carga positiva) por una
glicina (Gly) del grupo R alifatico; y en la posicion 174 se identifico la sustitucion de una
Gly con grupo polar alifatico por una Arg con carga positiva). Se encontraron dos variantes
de nucleotidos que no afectan la cadena de aminoacidos de la proteina, la primera en la
posicién 162 Cys> Cys y la segunda en la posicién 171 Leu> Leu. Y se observa un solo

cambio de aminoacido perteneciente al mismo grupo R, esto es, en la posicién (lle>Leu).
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Cuadro 5. Frecuencias de las nuevas variantes identificadas en el exén 5 de PPPARYy de las
secuencias E-UDMM. Proyecto “Busqueda de nuevos polimorfismos en el DBD de PPARy en
estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.

Posicion Cambio % VAR % WT
109781 C>A 3.3 96.7
109793 A>C 3.3 96.7
109798 A>C 3.3 96.7
109826 G>C 3.3 96.7
109844 G>A 13.3 86.7
109844 G>C 3.3 96.7
109852 T>C 3.3 96.7
109854 T>C 3.3 96.7
109864 CIT 3.3 96.7
109872 G>C 3.3 96.7
109873 A>C 3.3 96.7
109881 T>C 3.3 96.7
109888 G>C 6.7 93.3

VAR: variante, WT: tipo silvestre. Se muestran 13 cambios de nucleétidos

identificados en 11 de 30 secuencias analizadas.

Los resultados arrojados por el software PolyPhen-2 indicaron que la prediccion del efecto
de la estructura y funcién de la proteina era "probablemente dafiino” en los casos en donde
se presentd cambio de aminoacido, a excepcidn del cambio 144 Ile>Leu que se predijo como

“benigno”.

Las regiones intronicas también se analizaron, aun cuando son regiones no codificantes, y se
encontraron cambios de nucleétidos en 11 de las 30 secuencias. Se identificaron entre unoy
tres SNPs en ambos intrones; en la secuencia E-UDMM-00014.1 hubo tres cambios de
nucleotidos, uno en la posicion 109588 A>C en el intrén 4 y dos cambios en las posiciones
109916 C>T y 109935 T>C del intrén 2; en la secuencia E-UDMM-00109 también se
encontraron tres variantes, en la posicion 109575 G>C del intrén 4 y 109918 A>C y 109924
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A>T en el intron 5; y en la secuencia E-UDMM-00112 de igual manera, hubo tres cambios
de nucledtidos, en el intron 4 se encontraron las variantes en las posiciones 109587 T>C y
109587 T>C y una en el intrén 5 en la posicion 109940 T>C. Las secuencias con dos
variantes localizadas en el intron 4 fueron la E-UDMM-00107, E-UDMM-00143 y E-
UDMM-00160. En las secuencias intronicas E-UDMM-00104, E-UDMM-00122 y E-
UDMM-00167 se encontré un solo SNP (cuadro 7).

En total se identificaron 19 variantes en ambos intrones, el SNP en la posicion 109575 G>A
tuvo una frecuencia del 6.7%, mientras que los 18 restantes se encontraron con una frecuencia

del 3.3% (datos no mostrados).

Cuadro 6. Cambio de nucle6tido a aminoacido en PPARY de las variantes identificadas en

las secuencias E-UDMM. Proyecto “Buisqueda de nuevos polimorfismos en el DBD de PPARy en
estudiantes de Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.

Gen PPARYy Proteina PPARy Efecto en estructura y funcion de
Posicion/ cambio nt Posicién /cambio aa proteina*

109781 C>A 138 Thr> Lys Probablemente dafiino
109793 A>C 142 Lys> Thr Probablemente dafiino
109798 A>C 144 1le> Leu Benigno
109826 G>C 153 Arg> Pro Probablemente dafiino
109844 G>A 159 Arg> Lys Probablemente dafiino
109844 G>C 159 Arg> Thr Probablemente dafiino
109852 T>C 162 Cys> Arg Probablemente dafiino
109854 T>C 162 Cys>Cys | e
109864 C>T 166 Arg> Gly Probablemente dafiino
109872 G>C 168 GIn> His Probablemente dafiino
109873 A>C 169 Lys> GlIn Probablemente dafiino
109881 T>C 171 Leu>Leu | e
109888 G>C 174 Gly> Arg Probablemente dafiino

nt: nucleétido, aa: aminoécido. A: Adenina, G: Guanina, C: Citocina, T: Timina. Los aminoécidos se
presentan en abreviaturas. Gen PPARy NCBI ID: NG_011749. Proteina PPARY secuencia de referencia
NCBI: NP_619726. *Software PolyPhen-2.
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Cuadro 7. Identificacion de SNPs en los intrones 4 y 5 de PPARYy de las secuencias E-

UDMM. Proyecto “Busqueda de nuevos polimorfismos en el DBD de PPARY en estudiantes de

Medicina de la UAEM con dislipidemias”. Septiembre 2018 a noviembre 2019.

Clave Intron 4 Intrén 5

USSDNA | Clave UDMM No. SNPs Posicion 1 Posicion 2 Posicion 1 Posicion 2
11148 | E-UDMM-00007.1 1 109703 T>C |  -=-mmmmm | e | -
11151 | E-UDMM-00014.1 3 109588 A>C | = ---------- 109916 C>T | 109935 T>C
11153 | E-UDMM-00104 1 109661 A>C | = ----------
11155 | E-UDMM-00106 1 109594 G>C | ——--m=mm | s | -
11156 | E-UDMM-00107 2 109575 G>C | 109612 A>C |  --------=-= | =mmeemeee-
11157 | E-UDMM-00109 3 109675 G>C | = ---------- 109918 A>C | 109924 A>T
12399 | E-UDMM-00112 3 109587 T>C | 109587 T>C | 109940 T>C |  ----------
19348 | E-UDMM-00122 1 109728 A>C | ——-=---= | s | -
22262 | E-UDMM-00143 2 109565 G>C | 109620 A>G |  ----------= | =mmemmeee-
12409 | E-UDMM-00160 2 109575 G>A | 109605 G>C |  ---------= | = -m-meeee-
12410 | E-UDMM-00167 1 109575 G>A | - | e | e

Mismo SNP en dos secuencias diferentes, sombreado azul.
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9.0 DISCUSION

El presente trabajo tuvo el objetivo de identificar SNPs en el dominio de unién al ADN del
gen que codifica para PPARy. Se determiné que la media del grupo se encuentra dentro de
los valores normales. Sin embargo, se identificaron dislipidemias en el 71.4% de los hombres
y el 76.2% de las mujeres. Si bien, en poblaciéon adulta mexicana se ha reportado alta
frecuencia en dislipidemias “8, se destaca que esta frecuencia es en adultos jovenes. Conocer
los factores que predispongan a la presencia de dislipidemias es un gran reto, principalmente
considerando la diversidad de factores que participan en su desarrollo.

Nuestros resultados muestran que en el dominio de union al ADN se encuentran al menos 13
nuevos SNPs, ademas de 19 en los intrones 4 y 5, lo cual deja ver que este gen muestra una
alta variabilidad alélica., en vista de que en promedio deberiamos de haber encontrado 2
SNPs (1 cada 200 a 300 pb aproximadamente ) para un producto de 455. De esta manera,
sera necesario realizar una caracterizacion mas exhaustiva del gen que tiene una longitud de
153 507 pb, lo que pone en perspectiva la diversidad que pudiera ser encontrada y sobre todo
la necesidad de conocer sus variantes para identificar otros eventos adversos, como
hiperglucemiantes y el desarrollo de sindrome metabolico en donde se han reportado alelos
que predisponen al desarrollo de estas patologias, pero que al buscarse en nuestra poblacion,
no han mostrado asociaciones significativas. Por lo que, teniendo en mente nuestros
resultados, se comprende que al realizar la busqueda de SNPs reportados en poblaciones
anglosajonas, estos no se encuentren presentes al menos en el fragmento analizado por

nosotros, debido a que existen SNPs propios de la poblacion mexicana.
Las dislipidemias problema de salud publica.
La prevalencia de dislipidemias es alta en jovenes mexicanos aparentemente sanos.”* En

nuestro estudio, el 74.3% de los jovenes tenia al menos un tipo de dislipidemia (datos no

mostrados)
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Se sabe que para el desarrollo de dislipidemias es necesaria la participacion de diversos
factores, tales como, los habitos alimenticios, la inactividad fisica y la presencia de
mutaciones en genes que participan en la regulacion de la concentracion circulante de los
lipidos. En nuestro pais segln datos de laENSANUT 2018 en la poblacién mayor de 20 afios,
es evidente el alto consumo de alimentos no recomendables, entre los mas frecuentes se
mencionan: la ingesta de bebidas no-lacteas endulzadas en el 85.8%, botanas dulces y postres
en el 35.4%, y comida rapida y antojitos mexicanos en el 20.3%.7% La alta ingesta de
carbohidratos esta asociada con el aumento en los niveles de triglicéridos y la disminucion
del HDL." Otros factores de riesgo para la presencia de dislipidemias son el sobrepeso y la
obesidad, presente en 75.2% de los mexicanos (73% hombres y 76.8% mujeres).”? Zhang y
cols en el 2019 evidencié en su estudio que participantes de China con obesidad tenian
niveles de triglicéridos, colesterol total y LDL significativamente méas altos y HDL
significativamente mas bajo en comparacion con los participantes no obesos (P <0.001).”* En
lo que respecta a la inactividad fisica el 57.9% de la poblacion mexicana declaro ser inactiva
fisicamente, las prevalencias para jovenes de entre 18 y 24 afos fueron del 62.1% para
hombres y 46.9% mujeres;”® se ha demostrado que personas inactivas tienen niveles de
triglicéridos y HDL significativamente mas alto y mas bajos respectivamente, en
comparacion con personas fisicamente activas (P <0.001).”* Nuestra investigacion se limita
a la comparacion con los factores de riesgo ya mencionados debido a que no tenemos datos
antropomeétricos ni informacion sobre el estilo de vida. Sin embargo, se pone en evidencia la
presencia de condiciones que puedan estar participando en la desregulacion de los niveles de

lipidos en sangre.

La presencia de dislipidemia aterogénica, que incluye reduccion de HDL, triglicéridos,
colesterol y LDL elevados incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares y aterosclerosis en personas aparentemente sanas.’®’” En nuestra
investigacion, encontramos la presencia de mas de un tipo de dislipidemia en ocho diferentes
combinaciones, la mas frecuente con el 11.5% fue el colesterol y el LDL elevados, en
segundo lugar, se encontr6 la combinacion de HDL bajo con LDL alto con el 5.8% y solo un
voluntario de sexo femenino presento la combinacion de las cuatro dislipidemias. Estudios

previos demuestran que las lipoproteinas aterogénicas, como las particulas LDL y otras
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lipoproteinas que contienen apo B, se acumulan lentamente en la pared arterial conforme
avanza la edad, siendo la poblacién adulta mayor la més expuesta a presentar enfermedades
cardiovasculares.”® Si bien, en los jovenes se tiene menos riesgo de presentar placa
arterosclerotica, es altamente conveniente la deteccién y control temprano de dislipidemias
con el fin de disminuir el riesgo de enfermedad cardiovascular arterosclerdtica en edades
tardias o inclusive en adultos jovenes. Como se mencion6 anteriormente, el LDL alto fue la
segunda dislipidemia mas alta identificada en una quinta parte de nuestra poblacién, lo que
expone la necesidad de acciones preventivas para disminuir las dislipidemias en los grupos

etarios analizados en este estudio.

El Dominio de union al ADN de PPARY presenta una diversidad alélica grande.

El objetivo principal de este estudio se cumplio, al identificar nuevas variantes en el DBD de
PPARYy. Se encontraron 13 variantes en el exén 5 que abarca la mayor parte del DBD, sin
que alguna de estas variantes haya ha sido reportada previamente en las bases de datos del
NCBI. Tres variantes identificadas coincidieron con tres posiciones ya reportadas, pero
difirieron en el nucledtido sustituido, estas variantes fueron: 109864 C>T (rs121909246),
identificada con el nucledtido C>G; 109798 A>G (rs771815282) identificada con A>C y
109852 T>A (rs121909245) identificado en la sustitucion T>C.%° Las variantes en la
secuencia pueden conducir a manifestaciones clinicas a través de la pérdida de funcion, la
ganancia de funcion o la actividad dominante-negativa; la variante rs121909246 localizada
en la posicion 109864 C>T se ha reportado clinicamente patdgena asociada a lipodistrofia
parcial familiar tipo 3, es una mutacion no sinénima que conlleva al cambio Argl166Trip.
Estudios previos han observado que esta variante interrumpe la union al ADN y detiene la
actividad transcripcional de la proteina, produciendo clinicamente las manifestaciones
propias de la lipodistrofia®l. EI SNP rs771815282 (109798 A>G) no se ha vinculado con
alguna patologia clinica. Mientras que la variante rs121909245 (109864 C>T) se encuentra
asociada a lipodistrofia parcial familiar tipo 3; investigaciones previas han demostrado que
las consecuencias de esta mutacion son pérdida de la capacidad de unién al ADN vy
disminucion de su actividad transcripcional*’. Aunque tres de los SNPs identificados por

nuestra investigacion coincidieron con la posicion de tres SNPs reportados, no coincidieron
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en el nucledtido sustituido; las dos variantes mencionadas anteriormente fueron clinicamente
patologicas, por lo que es posible que nuestros SNPs tengan alguna repercusion en la
actividad transcripcional de la proteina o en la capacidad de union de PPARy al ADN, los
que no han sido identificados en nuestras poblaciones de manera amplia. El total de variantes
identificadas en el fragmento de 455 fue de 32 nuevos SNPs. Lo que resalta que
aproximadamente por cada 14 nucle6tidos una variante, lo que coloca a PPARy en un gen

con una gran diversidad genética.

Alteraciones estructurales en PPARY relacionadas con SNPs.

Las sustituciones de aminoacidos pueden aumentar o disminuir la velocidad de plegamiento
de una proteina, afectar la estabilidad, flexibilidad e interaccion proteina-ADN, dependiendo
principalmente de la ubicacion y el tipo de variante.” En nuestros resultados, identificamos
la sustitucion en la posicion 153 Arg>Pro, sustitucion muy relevante debido a que se ha visto
que el aminoéacido prolina interrumpe la estructura secundaria regular de la proteina, por lo

que su sustitucion conduce a la pérdida de actividad.®°

En el afio 2008 Chandra y cols realizaron un trabajo estructural del complejo PPARy-RXRa.
en el elemento de respuesta del PPRE; en dicha estructura se establecio que el aminoacido
160 asparagina (Asn) del DBD de PPARYy interactta con la secuencia del PPRE surco menor
del ADN blanco.®! Si bien en nuestra investigacion no se localizaron SNPs en el aminoacido
160 Asn, si se encontraron variantes en las posiciones cercanas, entre éstas se encuentran 156
Arg>Pro, 159 Arg>Thr (variante mas frecuente encontrada en el 13.3 % de la poblacién),
159 Arg>Lys, 162 Cys>Arg, 166 Arg>Gly, 168 Lys>His, 169 Lys>GIny 174 Gly>Arg. De
acuerdo con la secuencia de aminoacidos de la proteina NP_619726 reportada en NCBI, el
sitio de unién al ADN comprende 23 aminoacidos localizados entre la posicion 119 a la 186
de la proteina, entre estos se encuentra la Arg 159 con grupo R de carga positiva que en
nuestro estudio de encontro sustituida por una Thr que pertenece al grupo R polar sin carga
y la 166 Arg encontrada en nuestro estudio sustituida por Gly del grupo R alifatico, siendo
dos posiciones que coinciden con el sitio de union al ADN reportado y en las cuales hay dos

sustituciones de aminoacidos con grupos R diferentes. En diversas investigaciones se han
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analizado mutaciones sin sentido (C114R, C131Y, C162W) dentro del DBD de PPARYy que
codifican proteinas que no son capaces de unirse al ADN.®2 Bibliotecas de construcciones
genodmicas de PPARy muestran que muchas variantes en DBD y LBD alteran la funcién de
la proteina.®® Por lo que tratamos de estudiar si los SNPs reportados por nosotros presentaban
alguna prediccion desfavorable. El software PolyPhen-2 permitié predecir el posible impacto
de la sustitucion de los aminodcidos en la estructura y funcion de proteina, en el cual se
utilizan ocho caracteristicas predictivas basadas en la secuencia y tres basadas en estructura
de la proteina ,*® de los 11 SNPs no sindnimos identificadas en nuestra investigacion, diez
predijeron como probablemente dafiinos y una Unica variante se identific6 como benigna
(144 1le> Leu). Datos similares se encontraron en la identificacion de nuevos SNPs en la
proteina LPL entre estos estan Gly161Glu y Val206Ala predichas como “probablemente
dafiinas”, mientras que la sustitucion Ala427Thr fue “benigna”; en la proteina APOAS se
encontro la mutacion nueva Thr133Arg predicha como “probablemente maligna”; y en la
proteina LMF1 se predijo que las variantes Arg264Cys, Arg354Trp, Arg364GlIn, Arg523His
y Pro562Arg eran “probablemente dafiinas” por PolyPhen.®! Sin embargo, no se ha
demostrado que las variantes identificadas en la presente investigacion, puedan afectar la
transcripcion de genes implicados en el metabolismo lipidico que estuvieran participando en

el desarrollo de las dislipidemias a edades tempranas.

Variantes alélicas de PPARY y su relacion con obesidad y dislipidemias.

PPARYy tiene participacion en el desarrollo de dislipidemias caracteristicas de la obesidad, las
cuales son: aumento de triglicéridos y FFA, disminucion del HDL con alteracion en su
funcién y LDL ligeramente alto con aumento de particulas LDL pequefias y densas. El
aumento posprandial de la insulina produce la inhibicion de la lipasa sensible a las hormonas,
(enzima clave para la hidrélisis de los lipidos intracelulares), de esta manera la resistencia a
la insulina tiene un gran impacto en el metabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos
y FFA. La expresion de LPL puede ser afectada por mutaciones en PPARY. La lipdlisis de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos se ve afectada en la obesidad por los niveles reducidos

de expresién de ARNm de LPL en el tejido adiposo las reducciones en la actividad de LPL
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en el musculo esquelético y la competencia por la lipolisis entre VLDL y quilomicrones. La
expresion del receptor de LDL se reduce en la obesidad.?

La variabilidad en el gen PPARy puede incrementar el riesgo de dislipidemia y esto lo
demostraron Shu-Jun Gu y cols en el 2014, quienes encontraron en una poblacion de 820
sujetos de una provincia china, una frecuencia del polimorfismo 12Ala del 0.26 y el 1431T
de 0.15, el primer alelo asociado con un incremento significativo de triglicéridos (1C95%,
p<0.01) y el segundo asociado con niveles altos de colesterol total, triglicéridos y colesterol
no HDL (1C95%, p<0.01), sugiriendo que los polimorfismos pueden afectar la regulacion del
metabolismo de los lipidos.®® Debido a que PPARy es un factor de transcripcion, muy
probablemente la primera consecuencia de una variante genética seria una alteracion de los
niveles de expresion de sus genes diana.®* Se mencionan algunos polimorfismos como
Prol2Ala asociados con reduccion de la actividad y niveles de LPL asi como niveles
reducidos de adiponectina y resistina; la variante C1431T asociada con el incremento del
IMC y masa grasa y el aumento de leptina y resistina; el Pro115GIn implicado en el aumento
del IMC de personas obesas; las variantes Pro495Leu y Val318Me asociadas con resistencia
a la insulina, diabetes tipo 2, dislipidemias y disminucién de los niveles plasmaticos de
adiponectina; las variantes Cys114Arg, Cys131Tyry Cys162Trp asociadas con la reduccion
de la grasa corporal, lipodistrofia parcial de las extremidades, dislipidemia severa con
aumento de triglicéridos y HDL bajo; y las variantes C-689T y C-681G implicadas en el
aumento del IMC y los niveles de LDL.°

PPARy tiene un papel importante en la regulacion de la adipogénesis, el almacenamiento de
lipidos, el metabolismo de la glucosa y la regulacion transcripcional de genes, tales como el
gen que codifica la proteina ligante de acidos grasos (aP2), lipoproteina lipasa (LPL),
transporte de acidos grasos, proteina transportadora de acidos grasos (FABP), entre otros.*3
En el 2016, un reporte de China de los polimorfismos rs1805192 y rs3856806 infirié que
podian influir en la actividad del receptor, la capacidad de transactivar los promotores
sensibles y finalmente regular los genes blanco de PPARy que podrian influir en el
metabolismo de los lipidos. En el estudio, estos polimorfismos fueron considerados factores

de riesgo para el desarrollo de dislipidemias.>®
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En esta investigacion también se logro identificar SNPs en un fragmento de los intrones 4 y
5. Se sabe que los intrones no codifican para una proteina, pero pueden aumentar los niveles
de transcripcion al afectar la velocidad de ésta, el procesamiento, la exportacion nuclear y la
estabilidad de la transcripcion®. Se tiene evidencia de que mutaciones intrénicas pueden
causar enfermedades como el cancer, ademas, las mutaciones intronicas profundas (100 pb
alejadas de limite con el exdn) pueden alterar los motivos reguladores de la transcripcion y
los genes de ARN no codificantes®. De las 19 variantes intronicas identificadas en la presente
investigacion, cinco han sido reportadas en la base de datos del NCBI, estas son rs980219251
(109565 G>C), rs1345499644 (109575 G>C), rs1378259597 (109594 G>C), rs984816779
(109605 G>C) y rs4135334 (109924 A>T). Ninguna de las variantes antes mencionadas ha
sido reportada clinicamente patdgena, y Unicamente el SNP rs4135334(109924 A>T) se ha
asociado con una conectividad cerebral anormal en recién nacidos prematuros.® El impacto
de estos polimorfismo establece llevar a cabo cinéticas de transcripcion y estabilidad del

ARNmM, que sin duda seran interesantes para estudios futuros.
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10.0 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Nuestro estudio tuvo una gran fortaleza debido a que, a pesar de tener una poblacion de
estudio pequefia, se caracterizaron factores genéticos en una poblacion joven con
dislipidemias. Ademas, se documentd una alta prevalencia de dislipidemias en jovenes
aparentemente sanos. Entre las limitaciones tenemos la falta de datos como peso, talla, indice
de Masa Corporal (IMC), presion arterial, actividad fisica y factores dietéticos. Sin embargo,
este estudio da pauta para establecer el disefio de estudios que permitan profundizar en el

papel de los factores genéticos en estas patologias.
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11.0 CONCLUSIONES.

Nuestro estudio demostré 13 nuevos SNPs en el exdn 5 que comprende la mayor parte del
dominio de unién al ADN de PPARYy, con frecuencias que van del 3.3 al 13.3%, hasta el
momento fueron consideradas como variantes propias de nuestra poblacion debido a que no
han sido reportadas anteriormente. Dos SNPs son los mas frecuentes, 109888 G>C con el
6.7% y 109844 G>A con la frecuencia mas alta (13.3%); esta Ultima se encuentra en la
proteina en la posicion 159 Arg>Thr, fue identificada en el sitio de unién al ADN reportado,
junto con 166 Arg>Lys. La mayoria de los SNPs fueron predichos como potencialmente

dafiinos para la estructura y funcién de la proteina de PPARY.
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12.0 PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion de nuevos SNPs en PPARy en poblacién sin dislipidemias
y elegir variantes candidatas que puedan impactar en la estructura o funcion de
PPARY.

Realizar un estudio de asociacién entre los nuevos SNPs detectados por nuestro grupo

y la presencia de dislipidemias.
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14.0 ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento informado.
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Cidign:

Estimado parficipante:

Se le esta pidiendo que participe en un estudio de investigacion. Antes de
que tome una decision, es importante gue entienda por qué se esta
realizando la investigacion, lo que ésta involucrara, asi como los posibles
beneficios, riesgos y malestares. Por favor tomese su tiempo para leer
detalladamente la siguiente informacion y discutirla con el investigador
asociado, si asi lo desea.

Sz esta realizando un estudic cuyo titule es: “ldentificacion de nuevos
polimorfismos en el dominio de wnion al ADN de PPARy y su frecuencia en
dislipidemias en voluntarios jovenes del Estado de Morelos™ el cusl forma
parte de un proyecio més amplio fitulado “Base de Datos para ldentificar el
Genoma Diabesogénico en Morelos” estudio registrado v aprobado ante el
Comité Local da Investigacion del Institvte Mexicano del Segurc Social con el
numers R-2007-1701-12, v registrado en la Facultad de Medicina con el ndmero
20T7-7T. La finalidad del estudic es identificar variamtes d= genes para ser
empleados como marcadores de riesgo bioguimico, somatométrico wo genéfica
para &l desarmmollo de enfermedades metabdlicas, come la obesidad, dislipidemias,
disbetes, hipertensidn, sindrome metabdlico ywo enfermedad cardiovascular, o las
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medicion de: peso. talla, didmetro de cadera, dismetro de cinfura, digmeiro
de braze, de mufieca y de cuello y composicion corporsl,

b} Que se tomen muestras de sangre por venopuncicn, con un fotsl de 20 mi,
para cusntificar: glucosa sérica en ayuno y perfil de lipidos gue incluye
colesteral total, triglicéridos, colestercl HOL v LDL. Ademas se ufilizara para
purificacion de acidos nucleicos para estudios genéticos.

c} CQue responda un cusestionario con preguntas sobre sus datos personales,
sociodemegraficos, antecedentes hereditarios de la familia, preguntas
relacionadas a enfarmedades actuales o previas, habitos v esfilos de vida.

d) Qus se conserven sus muestras de sangre o sus fracciones para futuros
estudios, bioguimicos & genéticos, cuyos hallazgos le seran notificados en
su oportunidad.
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Los riesgos e inconvenientes que representa & estudio son minimes y estan
associados 2 la foma inicial de las muesiras sanguineas. Estas pueden llegar &
causar un ligere dolor que desaparecers inmediataments, sensacion de mareo
que generalments s causado por nerviosismo o estrés, por lo cual se recomiends
manienerse franguile y permanecer sentsdo . en slgunos casos. pusde
presentarse un maretcn en el sitic de puncién gue no pone en peligro su brazo vy
no requiere de tratamianto, éste dasaparecera enire 1 y 2 semanss. En cuanto s
las preguntas de los cuesticnarios, si skguna le hace senfir incomodo(a), tiene &
derecho de no responderla.

Los investigadores le entregaran los resultsdos de las pruebas realizadas en la
fecha que sea sefalada por &l personzl de la Facultad de Medicina. En el caso de
encontrar valores alterados en las pruebas bioquimicas, se ke indicara para que
ascuda con su medico familiar o de preferencia, para su valoracion, disgnostico v
tomia de decisiones.

Su participacicn es woluntaria v si bien no recibird ninguna remuneracion
economica, usted obfendrs como beneficio los resultados de las prusbas
bioquimicas, genéticas v somatomatricas.  Ademsas usted conserva el derecho de
negarse 5 participar en | estudic o retirarse del mismo en cuslguier momento, sin
que ello afecte el proceso de endrevista médica v contred de su salud o situscion
acadamica en la Universidad Autdnoma del Estado de Marelos.

El irvestigador |2 asegura gque sus datos sersn maneiados en forma
confidencial mediante la asignacian de un codigo Onico que sera ufilizado tanto en
las prusbas bioguimicas, como en las mediciones somatomeiricas, geneficas v
cuestionarios para evitar que sus datos personales aparezcan. De esta manera, se
mantendra su anonimato en las presentsciones o publicaciones gue se realicen
del presente estudio respetando en todo momento su privacidad.

En caso de duds podra reslizar todas lss preguntss para lo cusl == le
proporcionara el ndmero fedefonico para cuslguier duda del Inwestigador
Responsable 777 3 20 70 00 ext. 3480 con el Dr. Jesis Santa Olalla Tapia o al
comeo elecirdnico jsa@uaem mx.
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Su firma indica su aceptacion a padicipar voluntariamente en la presante

investigacion.

Marmbre y firma del paricipante

MWuimera de telefona:

Comen elecironico:

QBP. Gsbnela Sslgado Cortez
Imvestigador Azaciado

Cr. Jesus Santa ialla Tapia
Inwestigador Principal

Mombre y firma del testigo 1

Mimera de telafona:

Correo elecironicao:

Mambre y firma del festigo 2
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Correos elecironico:
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Anexo 2. Parametros del disefio de oligonucledtidos para amplificar el exon 5 de PPARY.

VARIABLES RESULTADO NOTAS

1 El fragmento para amplificar debe estar comprendido en las Gltimas 2,500 pb de su
DNA.

Fragmento para amplificar: _455  pb

2 Tamafio del oligonucledtido: 24 nucleétidos, pero con la posibilidad de ajustarlos entre
23 a 25, lo anterior para favorecer una Tm similar entre los oligonucledtidos, la Tm a
considerar debe ser la proporcionada en el analisis del producto por el programa
Primer BLAST, en la cual no debe existir una diferencia mayor de 2° C.

Sentido: 24 nuclettidos Posicion: #
CAGCTGGATGTGGTCAGTGTCTAA 109 522 a 109 545
Antisentido: 24 nuclettidos Posicion: #
ATGGCTTTAGTGTCCACTGGTCTG 109 976 a 109 953
3 Temperatura de fusion (Tm): 72° C, la Tm entre ambos oligos debe ser muy similar,

puede variar un par de grados (no mas de 2° C)

Sentido: 62.37 °C 0.25 °C de diferencia
Antisentido: 62.62 °C
4 Porcentaje de G/C: la secuencia de los oligonucleédtidos debe tener entre 50 a 60% de
G/IC

-Sentido: 50 %
Antisentido: 50 %

5 Formacidn de dimeros: se debe evitar la complementariedad de los oligonucleétidos
consigo mismos (AUTO-DIMER). El valor AG del AUTO-DIMER debe ser mayor de
-8 kcal/mol, ideal lo més cercano a 0.

Sentido 3' AG= -6.85 kcal/ mol
Antisentido 3' AG = -6.85 kcal/ mol

6 No debe haber formacion de horquillas (HAIRPIN) con valor AG menor de -8
kcal/mol. Ideal lo mas cercano a 0.
Sentido: -0.78 kcal/ mol
Antisentido: -1.78 kcal/ mol
7 Presencia de G/C: debe omitirse la presencia de G/C en el extremo 3°, asi como la
existencia de tres 0 mas G/C contiguas en el oligonucleétido.
Upper: No hay més de dos G/C contiguas CAGCTGGATGTGGTCAGTGTCTAA

Lower: Sl hay més de dos G/C contiguas ~ ATGGCTTTAGTGTCCACTGGTCTG
nien3
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Anexo 3. Alineamiento multiple de secuencias.

NG_011749.1
E-UDMM-00007.1
E-UDMM-00008.1
E-UDMM-00014.1

E-uDMM-00104 B

E-UDMM-00105
E-UDMM-00106
E-UDMM-00107
E-UDMM-00109
E-UDMM-00112
E-UDMM-00114
E-UDMM-00116
E-UDMM-00117
E-UDMM-00120
E-UDMM-00122
E-UDMM-00125
E-UDMM-00135
E-UDMM-00136
E-UDMM-00138
E-UDMM-00139
E-UDMM-00143
E-UDMM-00144
E-UDMM-00145
E-UDMM-00146
E-UDMM-00147
E-UDMM-00151
E-UDMM-00153
E-UDMM-00158
E-UDMM-00155
E-UDMM-00160
E-UDMM-00167

Consensus

109 860
I

ETcTERAGTHEE

BTIGTEEGTER
BTIGTEEGTEAR
BTGTEEGTER

ATGTCAGTAC

TeTlGeTTTE HcHEETGEET
ToTEGGTTITE HCHEET

TeTEcGTTTE BEcHEETGEET
TeTEGGTTTE BcHEEATGEET
TcTBGGTTTE EcEEEAT

TcTBGGTTTE BcEEETGEET
ToTEGGTTTE BGEEETGEET
TcTRcGTTTE EcEEERTGEET
TGIGGGTTTE HcHEEETGEET
TeTRGGTTTE HcEEATCEET
TeTEcGTTTE BcHEETGEET
TcTBGGTTTE BCEEETGEET
TcTBGGTTTE BcEEERTCHET
TcTEGGTTTE BcEEETCEET
TcTEGGTTITE BcEEETGEET
TcTEGeTTTE HcEEETGEET
ToTEGGTTTE HcEEETGEET
TcTHGGT BcEEETGEET
TcTEGGTTTE BcHEETGEET
ToTEGGTTTE BCHEEETGEET
TeTBGGTTTE BGEEETGEET
TcTEGGTTITE BcEEETGEET
TcTHGGTTTE HcEEETGEET
TcTEGGTTTE BcHEEETGEET
TcTEGGTTITE EEEEETGEET
TeTEGGTTTE HcEEETGEET
TGTEGGTTTE HcHEETGEET
TeTEcGTTTE BCEEETGEET
TeTBcGTTTE BcEEETGEET
TGTEGGTTTE BcEEETGEET
TeTHGeTTTE HcEEETGEET
TGTCGGTTTC AGAAATGCCT

GEGGGG
GIEGGGG
GEGGGG
cTcHlGe
GIGGGG
GEGGGG
GEGGGG
GEGGGG
GIGGGE
GEGGGG
cicHlGe
GEGGGG
GEGGGG
GIGGGG
GEGGGG
GEGGGG

GEGGGG
GIGGGG
GEGGGG
GIGGGG
GIGGGG
GIGGGG
GIGGGG

GEIGGGG
GEGGGG

TcBEGTGGGG
TGCAGTGGGG

ciccce BT

c¥cccec EEG

BTCTETEETE

ATGTCTCATA

Alineamiento multiple de secuencias en software CLC Sequence viewer 6.6.1. Se alinearon
las secuencias del exon 5 (parte del DBD de PPARY) con la secuencia de referencia PPARYy
ID NG_011749 y se observan de una a tres variaciones de nucleétido en el 37% de las
secuencias analizadas.
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Anexo 4. Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la serie E-UDMM con la

proteina PPARY.

PPARy
E-UDMM-00007.1

E-UDMM-00008.1
E-UDMM-00014.1
E-UDMM-00104
E-UDMM-00105
E-UDMM-00106
E-UDMM-00107
E-UDMM-00109

E-UDMM-00112
E-UDMM-001146
E-UDMM-00116
E-UDMM-00117
E-UDMM-00120
E-UDMM-00122
E-UDMM-00125
E-UDMM-00135
E-UDMM-00136
E-UDMM-00138
E-UDMM-00139
E-UDMM-00143
E-UDMM-00144
E-UDMM-00145
E-UDMM-00146
E-UDMM-00147
E-UDMM-00151
E-UDMM-00153
E-UDMM-00155
E-UDMM-00158
E-UDMM-00160
E-UDMM-00167

133 178

GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN

GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSKNKCQYCRFQKCLAVRMSHN
GFFRRTIRLTLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSKNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSTNKCQYCRFQQCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSKNKCQYCGFQKCLAVGMSHN

GFFRRTIRLKLLYDRCDLNCRIHKKSRNKRQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRKIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVRMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCPIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFHKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSKNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN
GFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHN

La posicion de la secuencia de aminoéacidos analizada fue de la 133 a la 178 en la proteina de PPARY. Los
aminocidos se identificaron por su simbolo y se sombrearon de color amarillo aquellos donde hubo cambio.

Proteina PPARY con secuencia de referencia NCBI: NP_619726.
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Anexo 5. Cronograma de actividades

Proyecto: Busqueda de nuevos polimorfismos en el dominio de unién al ADN de PPARy en
voluntarios estudiantes de medicina de la UAEM con dislipidemias

2018 2019 2020
- = o o2 o= B o El = W o H oo E =
Actividad E—.E=t€2%—=_~=E—J=‘icag—=a==—=
G I I I A= = I - - = - - (= = =] = I - R =
Integracion del grupo de estudio

Recoleccién de muestras

Determinacién de perfil lipidico
Purificacion de ADN
Diseiio y evaluacion de oligonucledtidos

Estandarizacién de técnicas PCR

Realizar PCR con oligos especificos en
DNA

Purificacion de productos de PCR
Secuenciacién de DBD de PPARy
Andlisis y evaluacién de calidad de
secuencias de DBD de PPARy
Determinacién de SNPs con alineamiento
miiltiple

Determinacion de frecuencias de SNPs

Analisis de resultados

Conclusiones

Revision de tesis

Aprobacién de tesis
Defensa de tesis
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