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Apo Al Apolipoproteina Al
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LH Lipasa hepatica

LIPC Gen LIPC
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™ Temperatura de fusion

TRC Transporte reverso del colesterol

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad
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RESUMEN
1. RESUMEN

Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
(ECV) es la presencia de niveles elevados de colesterol transportado por lipoproteinas de baja
densidad (cLDL). Por otro lado, el colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL)
ha sido tradicionalmente considerado un factor protector, ya que numerosos estudios han
evidenciado su asociacion inversa con el riesgo de ECV, debido a su papel en el transporte reverso
de colesterol (TRC). Sin embargo, investigaciones mas recientes han puesto en duda esta relacion
lineal, proponiendo que la asociacion entre los niveles de cHDL y el riesgo cardiovascular podria
ajustarse mejor a un modelo en forma de “U”, en el que tanto concentraciones muy bajas como
muy elevadas podrian estar vinculadas a un mayor riesgo cardiovascular. El gen LIPC codifica la
lipasa hepatica, una enzima clave en el metabolismo lipoproteico cumpliendo dos funciones. Por
un lado, hidroliza los triglicéridos y fosfolipidos presentes en las HDL y en las LDL, y, por otro
lado, actia como ligando, facilitando la union de lipoproteinas a los receptores de la superficie de
los proteoglicanos. Su doble funcion es esencial en el TRC. El objetivo de este estudio fue
identificar las variantes del gen LIPC en 74 individuos con concentraciones extremas de cHDL.
El analisis clinico, bioquimico y antropométrico reveld que los individuos con cHDL elevado
tienen menor concentracion de proteina C reactiva, indice de masa corporal y menor incidencia
de ECV, asi como mayores concentraciones de apolipoproteina Al y una edad promedio mas alta,
reforzando el papel protector del cHDL frente a la aterosclerosis. En el analisis de las variantes
genéticas se identificaron 16 variantes de las cuales dos se encontraron exclusivamente en el
grupo con niveles de cHDL bajo: rs768938270 (¢.212C>G, p.(Thr71Arg)) y rs6080(c.575-8C>A)
y otra variante se encontré en el grupo de cHDL alto: rs1477741062 (c.-380G>A). Se
identificaron dos variantes deletéreas: rs3829462 (c.1068C>A, p.(Phe356Leu)) y rs6080 (c.575-
8C>A). Ademas, se observaron diferencias significativas en la frecuencia alélica de las variantes
identificadas en individuos con niveles extremos de cHDL al compararlos con la poblacion
europea general, seglin los datos de la base gnomAD.

2. PALABRAS CLAVE
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o LIPC
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ABSTRACT
1. ABSTRACT

One of the main risk factors for the development of cardiovascular disease (CVD) is the presence
of high levels of low-density lipoprotein cholesterol (cLDL). On the other hand, high-density
lipoprotein cholesterol (cHDL) has traditionally been considered a protective factor, as numerous
studies have shown an inverse association with CVD risk and due to its role in reverse cholesterol
transport (RCT). However, more recent research has questioned this linear relationship, proposing
that the association between cHDL levels and cardiovascular risk may follow a “U” shaped
pattern, where both very low and very high concentrations are associated with increased risk. The
LIPC gene encodes hepatic lipase (LH), a key enzyme in lipoprotein metabolism that performs
two main functions. On one hand, it hydrolyzes triglycerides, and phospholipids present in HDL
and LDL; on the other hand, it acts as a ligand, facilitating the binding of circulating lipoproteins
to proteoglycan surface receptors. This dual role is essential in RCT. The main goal of this study
was to identify variants of the LIPC gene in 74 individuals with extreme cHDL concentrations.
Clinical, biochemical, and anthropometric analyses revealed that individuals with high cHDL
levels had lower concentrations of C-reactive protein, lower body mass index, and a lower
incidence of CVD, as well as higher levels of apolipoprotein Al and a higher average age. These
findings support the protective role of cHDL against atherosclerosis. Genetic analysis identified
16 variants in the LIPC gene, of which two were exclusive to the low cHDL group: rs768938270
(c.212C>G, p.(Thr71Arg)) y rs6080 (c.575-8C>A) and one was exclusive to the high cHDL
group: 151477741062 (c.-380G>A). Two deleterious variants were identified: rs3829462
(c.1068C>A, p.(Phe356Leu)) and rs6080 (c.575-8C>A). Moreover, significant differences were
observed in the allele frequency of the variants identified in individuals with extreme cHDL
levels, when compared to the general European population, according to gnomAD database.

2. KEY WORDS
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte a nivel mundial,
representando en torno al 30% de las muertes en el 2019. De estas muertes, el 85% se debieron a
infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares. La mayoria de las enfermedades
cardiovasculares pueden prevenirse abordando factores de riesgo conductuales y modificables.(1)

El metabolismo lipidico desempefia una funcion crucial en la salud del sistema cardiovascular y
ha sido reconocido como un elemento determinante en el origen y avance de afecciones
cardiovasculares, como la cardiopatia coronaria (2). La evidencia proveniente de estudios
genéticos, cohortes, estudios de aleatorizacion mendeliana y ensayos clinicos aleatorizados
concluye que el colesterol transportado por lipoproteinas de baja densidad (cLDL), no es solo un
marcador asociado a mayor riesgo, sino un factor causal directo en la fisiopatologia de la
enfermedad cardiovascular aterosclerotica. La reduccion del riesgo cardiovascular esta
directamente relacionada con el grado en que se logre disminuir el cLDL (3). El efecto
aterogénico del LDL se debe a que puede quedar retenido y acumularse bajo el endotelio, lo que
desencadena una respuesta inflamatoria local compleja que culmina en la formacion y progresion
de la placa arterioesclerotica (4).

Por otro lado, el colesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad (cHDL) ha sido
ampliamente estudiado y demostrado su papel protector frente a las ECV cuando se encuentra en
concentraciones elevadas, mientras que niveles bajos se asocian con un mayor riesgo
cardiovascular (5-7). Sin embargo, estudios recientes han revelado que esta asociacion no sigue
una linea recta, sino que presenta un modelo en forma de “U”, existe un nivel 6ptimo de las
concentraciones de cHDL, y tanto valores muy bajos como muy altos pueden asociarse con mayor
riesgo. Esta afirmacion sugiere que el efecto protector de las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
frente a la aterosclerosis podria estar mas vinculado a su funcionalidad que a su concentracion en
sangre (6,7).
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Figura 1. Grafico que muestra como varia el riesgo de mortalidad segun los niveles de cHDL en la
poblacion general en relacion con el riesgo de infarto, enfermedad cardiaca y accidente cerebrovascular. La
linea continua roja representa el riesgo relativo, mientras que las lineas discontinuas indican el intervalo de
confianza del 95%. El area azul refleja como estan distribuidos los niveles de cHDL en la muestra analizada

().

Los triglicéridos (TG) también son esenciales en el metabolismo lipidico y estan estrechamente
relacionados con el desarrollo de ECV. Dos enzimas clave en su descomposicion son la
lipoproteina lipasa (LPL) y la lipasa hepatica (LH), que convierten los TG en acidos grasos, los
cuales se usan como energia o se almacenan en el tejido adiposo. La disfuncion de estas enzimas,
como en el caso de la diabetes tipo 2, puede causar un aumento de los TG, que esta vinculado a
un mayor riesgo cardiovascular (2).

En el desarrollo de la ECV otro factor importante es la lipoproteina (a) (Lp(a)). Esta lipoproteina
es una molécula con una estructura compleja y funciones bioldgicas particulares. Participa
activamente en procesos inflamatorios a través de diversos mecanismos, promoviendo disfuncion
del endotelio, activacion de células inmunitarias como monocitos y macrofagos, asi como el
crecimiento de células musculares lisas, contribuyendo al desarrollo de la ECV. Aunque cada vez
hay mas consenso sobre la importancia de medir los niveles de Lp(a) al menos una vez en la vida,
persisten dudas sobre su manejo, debido a su origen genético y a la falta de tratamientos
especificos para reducirla. Sin embargo, entidades como la Sociedad Europea de Cardiologia y la
Sociedad Espaiiola de Arteriosclerosis recomiendan cuantificarla y controlar intensivamente otros
factores de riesgo en quienes presentan niveles altos. Identificar estos niveles también permite el
cribado familiar, mejora el control del riesgo y facilita el desarrollo de estrategias personalizadas

(8).

En las ultimas décadas, se ha consolidado la importancia de los factores de riesgo clasicos como
la hipertension, la diabetes, la obesidad, el tabaquismo y la dislipidemia en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, investigaciones recientes han identificado factores
de riesgo que enriquecen el abordaje clinico del riesgo cardiovascular. Uno de los mas relevantes
es la proteina C reactiva (PCR), un marcador de inflamacion que ha demostrado ser util para
predecir eventos cardiovasculares como el infarto agudo de miocardio, el accidente
cerebrovascular y la enfermedad vascular periférica. Gracias al desarrollo de pruebas de alta
sensibilidad para cuantificar la PCR, se dispone actualmente de una herramienta diagndstica
sencilla, economica y estandarizada. Su utilidad ha sido validada en multiples estudios
epidemiologicos a lo largo de los ltimos 20 afos, en los que se ha evidenciado su papel activo
en los procesos inflamatorios implicados en la aterosclerosis. La PCR no solo complementa a los
factores de riesgo tradicionales, sino que también permite estratificar el riesgo cardiovascular en
categorias baja, intermedia y alta, segun sus niveles plasmaticos (<0,1 mg/dL, 0,1-0,3 mg/dL y
>0,3 mg/L, respectivamente), lo cual mejora su capacidad predictiva, especialmente cuando se
evalua en conjunto con el perfil lipidico. Asimismo, se ha documentado que la PCR refleja la
participacion del sistema inmunoldgico en la lesion vascular aterosclerdtica, a través de diversas
células y mediadores inflamatorios (9).



2. LIPC

LIPC es un gen que se encuentra en el cromosoma 15 (en 15g21.3) y que codifica la lipasa
hepatica (10). La LH es una proteina que tiene 447 aminoacidos y desempefia un papel clave en
el metabolismo de las lipoproteinas.

El gen LIPC abarca mas de 60 kb y contiene 9 exones y 8 intrones. El ex6n 1 codifica el péptido
sefial; el exon 4 codifica una region que se une al sustrato de la lipoproteina; el exon 5 codifica
una region evolutivamente muy conservada con una posible funcion catalitica; y los exones 6 'y 9
codifican secuencias ricas en aminoacidos basicos que se consideran importantes para anclar la
enzima a la superficie endotelial (11).
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Figura 2. Estructura 3D del gen LIPC. (Wikipedia)

La mayor parte de la lipasa hepatica se produce y se libera en el higado, donde cumple dos
funciones principales: como enzima lipasa y como molécula de unién (ligando). En su funcion
como lipasa, LH facilita la hidrolisis de TG y fosfolipidos (FL) presentes en remanentes de
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), en LDL grandes y ligeras, y en HDL,
transforméandolos en particulas lipidicas mas pequefias y densas. Por otro lado, actuando como
ligando, LH participa en el transporte reverso del colesterol (TRC), ayudando en la captacion de
lipoproteinas por el higado. Este proceso se da mediante la interaccion con proteoglicanos de la
superficie celular y proteinas similares al receptor de LDL, facilitando asi la entrada al higado de
particulas como remanentes de LDL y HDL, incluyendo sus ésteres de colesterol (12).

2.1 LIPC EN EL METABOLISMO LIPOPROTEICO

Las enzimas fundamentales en el metabolismo de las lipoproteinas son la lipasa hepatica (LH)
codificada por LIPCy la LPL (13).

Como se ha comentado previamente, la lipasa hepatica se trata de una enzima lipolitica que
hidroliza los TG y FL presentes en las lipoproteinas plasmaticas circulantes. La LH también acttia
como un ligando que facilita la captacion de lipoproteinas por los receptores de la superficie
celular y los proteoglicanos, afectando asi directamente la administracion de lipidos a las células
(14).

En las figuras 2 y 3 se ilustran las principales funciones de la LH.



HEPATIC LIPASE
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Figura 3. Tlustracion de la funcion clasica de la lipasa hepatica como enzima lipolitica. La lipasa hepética
hidroliza los TG y FL presentes en las lipoproteinas que circulan en el plasma, liberando diglicéridos,
lisofosfolipidos y acidos grasos libres (FFA) (14).

Proteoglycans Lipoprotein
Receptors

Figura 4. Tlustracion de la funcion de ligando de la LH que facilita la interaccion entre lipoproteinas
circulantes en plasma y los receptores de la superficie de los proteoglicanos (14).

En el metabolismo de las lipoproteinas la LPL y la LH estan unidas a la pared endotelial a través
de glucosaminoglicanos Se encargan de hidrolizar los TG de las lipoproteinas ricas en TG (como
los quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)) y las convierte en IDL,
remanentes de quilomicrones o LDL.

Debido a la dinamicidad del proceso, una fraccion de LPL y lipasa hepatica puede desprenderse
y unirse a lipoproteinas en circulacion formando complejos lipasa-lipoproteina. Posteriormente,
estos complejos son captados por las células a través de: proteoglicanos, el receptor de LDL y el
receptor scavenger B1 (SR-B1).

En cuanto a la LPL, su sintesis, producida por macrofagos y células musculares lisas en las placas
ateromatosas puede favorecer la progresion de la enfermedad ateroesclerotica (13). Respecto a la
lipasa hepatica, esta enzima puede influir en el riesgo de aterogénesis, independientemente de las
variaciones en los niveles de lipidos en plasma, al modificar la acumulacion de colesterol en los
macrofagos. Su presencia en la pared arterial podria desempefiar un papel clave en el desarrollo
de lesiones ateroscleroticas (14).



Figura 5. Metabolismo de las lipoproteinas y TRC.

TRC: transporte reverso del colesterol, LDL: lipoproteinas de baja densidad, VLDL: lipoproteinas de muy
baja densidad, HDL: lipoproteinas de alta densidad, IDL: lipoproteinas de densidad intermedia, SR-B1:
receptor scavenger B1, LPR: receptor relacionado con LDL, LH: Lipasa hepatica, LPL: lipoprotein lipasa.

CEPT: Proteina transferidora de ésteres de colesterol, LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa, LE: lipasa
endotelial. ABCA1: proteina transportadora de la familia ABC, ABCG1: Miembro 1 de la Subfamilia G
del Cassete de Union a ATP. (15-17).

Profundizando en el metabolismo de las lipoproteinas, las particulas HDL se producen
principalmente en el higado y en menor medida en el intestino. Participan en el transporte del
colesterol desde los tejidos periféricos hacia el higado. Este proceso involucra varios
transportadores y enzimas como ABCA1, LCAT, ABCGI y SR-B1, que ayudan a madurar las
particulas HDL y a cargarlas con colesterol. Posteriormente, las lipasas (LE y LH) degradan los
lipidos de las HDL, desestabilizandolas y liberando la apoliproteina A1 (Apo A1), que se elimina
a través de los rifiones. El colesterol de las HDL se incorpora al higado y puede ser excretado
directamente o transformado en acidos biliares. La proteina transferidora de ésteres de colesterol
(CETP) permite el intercambio de colesterol entre HDL y otras lipoproteinas, facilitando su
eliminacion. La actividad de ciertas lipasas reduce los niveles de HDL, aumenta el colesterol
hepatico, pero no altera mucho su excrecion billar, con resultados variables sobre la salida total
de colesterol (15-17).

22 LIPC EN EL DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

La funcion de la lipasa hepatica en la ECV es objeto de debate, ya que se le atribuyen tanto efectos
que favorecen como que previenen la aterogénesis. Ademas de su papel catalitico en el
metabolismo lipidico y la modificacion de las lipoproteinas LDL y HDL, también contribuye a la
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absorcion de lipidos por las células. Su presencia en las paredes de los vasos sanguineos sugiere
una posible relacion con el desarrollo de la aterosclerosis. En los Gltimos afios, se ha identificado
como una proteina con diversas funciones y un impacto complejo en la progresion de esta
enfermedad (14).

La lipasa hepatica, producida en el higado, se une a células hepaticas y endoteliales. Funciona
como un homodimero con amplia especificidad, hidrolizando lipidos como FL y TG en diversas
lipoproteinas, incluyendo HDL. Ademas, facilita la union y captacion de lipoproteinas y ésteres
de colesterol (15).

Estudios realizados en humanos han evidenciado que una mayor actividad de la enzima LH se
relaciona con concentraciones elevadas en sangre de LDL de tamafio reducido y alta densidad, y
una reduccion de niveles de HDL, condiciones que se consideran un factor de riesgo significativo
para desarrollar enfermedad coronaria (14).

No obstante, pese a que la asociacion buscada no queda clara, hay mucha evidencia cientifica con
estudios clinicos que avala la relacion entre la lipasa hepatica y el colesterol transportado por
HDL. Se trata de una relacion inversa entre la actividad de la lipasa hepatica y las concentraciones
del colesterol transportado por HDL en plasma, con estudios clinicos que lo confirman (15).

La LH es una enzima fundamental en el proceso de metabolizacion de los lipidos, cuya actividad
requiere un control preciso, ya que tanto su exceso como su deficiencia pueden asociarse con
desequilibrios lipidicos, conocidos como dislipidemias (14).

2.3 VARIANTES GENETICAS DE LIPC

Diversas investigaciones clinicas han explorado la correlacion entre la aterosclerosis y distintos
polimorfismos del gen LIPC, sugiriendo que ciertas variantes alélicas podrian alterar la actividad
enzimatica de esta proteina, modulando el metabolismo de lipoproteinas y, en consecuencia,
favoreciendo la formacion de placas ateromatosas en contextos genéticos especificos. Como se
ha mencionado previamente, la LH desempefia un papel determinante en la regulacion de las
concentraciones plasmaticas de cHDL, observandose una relacion inversa entre su actividad y los
niveles de esta fraccion lipidica, respaldada por estudios tanto clinicos como farmacologicos.
Estos hallazgos refuerzan la hipotesis de que la variabilidad genética en el gen LIPC constituye
un factor modulador clave en los niveles de HDL, y se anticipa que investigaciones futuras, con
un disefio metodolégico mas riguroso y muestras poblacionales mas amplias, permitiran
identificar nuevos polimorfismos funcionales con implicaciones clinicas significativas (15-17).

En la tabla de las variantes del gen LIPC (tabla 1), se identificaron diferentes polimorfismos con
posibles implicaciones en el riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) y en los niveles
plasmaticos de colesterol HDL (cHDL). En la region 5'UTR se identificaron diversos
polimorfismos con implicacion en las concentraciones de cHDL y desarrollo de ECV. La variante,
1335511894 (¢.-523C>T) se ha asociado, por un lado, con el aumento del grosor de la capa intima-
media de la carétida en portadores homocigotos sin que se observe un aumento en los niveles de
cHDL(18). Por otro lado, se ha relacionado con niveles elevados de cHDL, pero no se ha
evidenciado un mayor riesgo de ECV (19). La variante rs1800588 (c.-514C>T) se ha asociado
con un aumento del 4rea de placa coronaria en portadores que no presentan cambios en la
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concentracion de cHDL (20), asi como con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV)
en varones, especialmente en presencia de niveles elevados de cHDL, asociacion que no se ha
observado en mujeres (21). Asimismo, se ha reportado un riesgo cardiovascular incrementado
vinculado a concentraciones altas de cHDL en algunos estudios (22). Sin embargo, otras
investigaciones no han confirmado esta relacion, aunque si describen niveles de cHDL elevados
o sin cambios en portadores de la variante (23). Por ultimo, en la region 5"UTR la variante (c.-
216G>A) se ha asociado con un aumento en los niveles de cHDL en relacion con el déficit de la
funcion de la lipasa hepatica, y un mayor riesgo de isquemia cardiaca en individuos homocigotos,
aunque los resultados no fueron concluyentes (24,25), mientras que rs2070895 (c.-250G>A) no
presentd datos concluyentes respecto a su impacto clinico ni sobre los niveles lipidicos (26,27).

En cuanto a las variantes que inducen cambios en la secuencia proteica rs1566946168 (¢.583G>A,
p.(Alal95Thr)); rs121912502 (c.866C>T, p.(Ser289Phe)) y r1s113298164 (c.1214C>T,
p.(Thr405Met)) no evidenciaron asociacion clara con ECV ni con alteraciones en los niveles de
cHDL (28,29).

Finalmente, las variantes en la region 3'UTR (c.88+8149G>A) y (c.88+16269C>T) no

presentaron datos suficientes para establecer una asociacion con riesgo cardiovascular ni con
modificaciones en el perfil de cHDL (30).
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Tabla 1. Polimorfismos de la lipasa hepatica y su asociaciéon con ateroesclerosis y enfermedad

coronaria.

rs

Cambio de
nucleotido

Cambio de

proteina

Relacion
ECV

con

Impacto en los
niveles de cHDL

Referencia

rs35511894

c.-523C>T

NA

Aumento del
grosor de la capa
intima-media de
la cardtida en
portadores
homocigotos.

ND

(18)

Sin  asociacion
con mayor riesgo
de ECV.

Elevados

(19)

rs1800588

c.-514C>T

NA

Aumento del area
de placa
coronaria en
portadores

ND

(20)

Mayor riesgo de
ECV en varones
portadores, pero
no en mujeres.

Elevado

21)

Aumento del
riesgo de ECV.

Elevados

(22)

Sin  asociacion
con mayor riesgo
de ECV.

Elevado/
No afectado

(23)

NR

c.-216G>A

NA

Riesgo elevado
de isquemia
cardiaca en

homocigotos.

Elevado

24)

1s2070895

c.-250G>A

NA

ND

ND

(26,27)

rs156694616
8

c.583G>A

p.(Ala195Thr)

rs121912502

c.866C>T

p-(Ser289Phe)

rs113298164

c.1214C>T

p-(Thr405Met)

ND

ND

(28,29)

rs12594375

c.88+8149G>A

rs8023503

¢.88+16269C>T

NA

ND

ND

(30)

ND: No determinado. NA: No aplicable. NR: No reportado
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO
1. OBJETIVO GENERAL

Este estudio tiene como objetivo identificar las variantes genéticas del gen LIPC, que codifica la
lipasa hepatica, en individuos con concentraciones extremas de cHDL. El estudio busca analizar
la relacion entre las variantes genéticas de LIPC'y los niveles de cHDL.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Secuenciar el promotor, los exones y los nexos exon-intron del gen L/PC en sujetos con valores
extremos de cHDL.

2. Asociar las variantes identificadas con el fenotipo lipidico.

3. Validar la patogenicidad de las variantes identificadas mediante herramientas bioinformaticas.
4. Comparar los resultados obtenidos entre los grupos con cHDL alto y cHDL bajo.
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MATERIALES Y METODOS
1. SELECCION DE SUJETOS

Se seleccionaron individuos no relacionados con concentraciones de colesterol transportado por
HDL por encima del percentil 95 (n=37) e inferiores al percentil 5 (n=37), ajustados por edad y
sexo. Los participantes fueron seleccionados de la Unidad Clinica y de Investigacion en Lipidos
y Arteriosclerosis del Hospital Universitario Miguel Servet, siguiendo las directrices del estudio
DRECE (31).

Tabla 2. Percentiles de los niveles de cHDL en la poblacion espafiola, clasificados por sexo y
rangos de edad (expresados en mg/dl) segun el estudio DRECE.

Percentil | Percentil | Percentil | Percentil | Percentil | Percentil | Percentil
5 10 25 25 50 90 95

Mujeres (edad en afios)

5-12 39 43 49 58 67 76 81
13-19 | 40 43 49 57 65 72 78
20-29 | 38 42 48,5 57 66 77 82
30-39 | 38 42 49 58 67 75 81
40-49 | 39 43 49 57 69 80 85
50-59 | 40 44 50 59 69 80 84
Varones (edad en afios)

5-12 40 44 53 61 70 79 83
13-19 | 35 37 43 50 58 64 69
20-29 | 33 36 41 48 56 64 70
30-39 | 32 34 39 46 54 64 70
40-49 | 31 33 39 46 56 65 70
50-59 | 31 35 41 50 60 70 78
Total | 35 39 45 54 64 73 80

2. PARAMETROS CLINICOS Y ANTROPOMETRICOS

Los participantes fueron evaluados mediante una exploracion fisica basica que incluyd la
medicion de la altura, el peso y el perimetro de la cintura, permitiendo calcular el indice de masa
corporal (IMC), que es el peso en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado.
Ademas, se registro el sexo y se llevo a cabo una encuesta para recopilar antecedentes personales
y familiares, con especial atencion a diagndsticos previos de enfermedades asociadas al sindrome
metabolico, como hipertension arterial, diabetes o enfermedad cardiovascular.

3. EXPLORACION ECOGRAFICA

Se realizd una exploracion ecografica de arterias cardtidas y femorales con el objetivo de
determinar la presencia y niimero de placas de ateroma siguiendo el protocolo descrito por
Muntendam y cols (32).
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4. ANALISIS BIOQUIMICO

Larecoleccion de sangre de los participantes se llevo a cabo bajo condiciones estandarizadas entre
las 8 y 10 de la mafiana, después de un ayuno nocturno de 10 a 14 horas y un minimo de 5 minutos
de reposo. Las muestras fueron obtenidas en tubos con EDTA y posteriormente centrifugadas
para el analisis del plasma. La concentracion de colesterol total (CT) y TG totales se determind
mediante métodos enzimatico-colorimétricos estandarizados, utilizando CHOD-PAP y GPO-
PAP, respectivamente.

El cHDL se analizé mediante la precipitacion de VLDL y LDL con 4cido fosfotiingstico-Mg*",
seguido de la medicion del colesterol en el sobrenadante mediante CHOD-PAP, ajustando la
proporcién muestra/reactivo al 5% en lugar del 1% utilizado para el CT. La concentracion de
cLDL se calcul6 aplicando la formula de Friedewald.

Las apolipoproteinas Apo Al y Apo B se midieron mediante inmunolonefelometria, mientras que
la Lp(a) y la HbAlc se determinaron por inmunoturbidimetria. Ademas, se realizaron pruebas
fotométricas estandarizadas para evaluar la actividad enzimatica de la transaminasa glutamico-
piravica (GPT) y la gamma-glutamil transferasa (GGT). Finalmente, la glucemia se determin6
mediante métodos enzimatico-colorimétricos. Todos los analisis bioquimicos fueron realizados
en el laboratorio de Bioquimica del Hospital Universitario Miguel Servet.

5. OBTENCION DEL ADN GENOMICO

El ADN gendmico de las muestras se obtuvo a partir de 10 ml de sangre periférica recolectada en
tubos con EDTA, utilizando el kit comercial Flexigene® DNA (Quiagen). Las alicuotas con el
material genético fueron almacenadas en ultracongeladores (Sanyo) a -80°C. Posteriormente, se
analizo este ADN para determinar su pureza y concentracion mediante espectrofotometria con un
NanoDrop 1000 (ThermoScientific). La concentracion de ADN se determindé midiendo la
absorbancia a 260 nm, mientras que la pureza y calidad del extracto se evaluaron a través de la
relacion entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm, donde valores cercanos a 1,8 indican ADN puro
y valores en torno a 2 sugieren contaminacion con ARN. Luego, el ADN se diluy6 en TE 0,1X
hasta alcanzar una concentracion de 100 ng/pl. Este buffer TE 0,1X se prepar6 disolviendo 1,211
g de Trizma® Base (Sigma-Aldrich) y 0,336 g de EDTA-Na2 (Sigma-Aldrich) en 900 ml de agua,
ajustando el pH a 8 con HCl y almacenando la solucion a 4°C. Finalmente, se realizé una dilucion
1:10 para su conservacion a -20°C. Todo el procedimiento fue llevado a cabo por el Servicio de
Genomica del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.

6. DISENO DE CEBADORES

Para la secuenciacion del gen LIPC se realizo el disefio de los cebadores utilizando el programa
Primer3, tomando como referencia la secuencia de este gen disponible en la base de datos
Ensembl. Posteriormente, los cebadores disefiados fueron analizados con el software
OligoAnalyzer (V3.1).

Para un disefio adecuado de los cebadores, se consideraron varios criterios:

e Lalongitud de los cebadores debia oscilar entre 18 y 30 nucledtidos.
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La temperatura de fusion (TM) dependia de la longitud y el contenido de citosina (C) y
guanina (QG), asegurandose de que la diferencia entre el cebador directo y el reverso no
superara los 2-3 °C.

El contenido de C/G debia situarse entre el 50 y 60 % para garantizar una union estable
con la secuencia de ADN.

Se evito la presencia de multiples bases C/G en el extremo 3' para prevenir uniones
inespecificas con otras secuencias de ADN.

Se procur6 evitar la formacion de homodimeros, que ocurren cuando el cebador se pliega
sobre si mismo formando una horquilla.

También se minimizé la posibilidad de heterodimeros, que surgen de la
complementariedad entre los cebadores directo y reverso, lo que podria afectar su
eficiencia.

En el caso del gen LIPC, se disefiaron pares de cebadores (directo (F) y reverso (R)) para cada

uno de los exones y el promotor.

Tabla 3: Caracteristicas de los cebadores para la amplificacion y secuenciacion del gen LIPC.

Reverso 5: TGGTGATTAATTAGAATCTTGCTTT -3’ C

Gen | Exon Cebador | Secuencia ™ Pb

Directo 5’ CTAGGATCACCTCTCAATGGG-3’

Promotor 60°C | 254 bp
Reverso 5’ CTGTGACAGCGCTGCAAGGG-3’
Directo 5 AGGGTCTGAACAGTGGATAAC-3’

Exo6n 1 55°C | 252 bp
Reverso 5’ CTCTGGAGAAAAGTCAGGC-3’
Directo 5 AAGACGGAGGGCTTCAGA -3’

Exo6n 2 55°C | 393 bp
Reverso 5: TGGAAAATTAGAACGTGCTTCA-3’
Directo 5’ CCAGCATTATCCAGGAGCTG-3’

Exo6n 3 55°C | 398 bp
Reverso 5’ CATTCCTGTGAGCTGAGCAT-3’
Directo 5 ATTTCTGAGCAGGCACGAAG-3’ 55,7°

Ex6n 4 - - 348 bp

LIPC Reverso 5 AGCGCTGATCCCTCACAATA-3 C

Directo 5’: CCCGCGTAACCCTTACCC-3’

Exo6n 5 60°C | 486 bp
Reverso 5’ GCTCCCGGCCCATGACTT- 3’
Directo 5’ GCTAACCTCCTGTGGGATGA-3’ 56,5°

Exo6n 6 461 bp
Reverso 5 TTTCAGAAACACCGCAACAGC -3’ C
Directo 5 TCACTGCTTAAATTATCTCTCTC-3’

Exo6n 7 57°C | 395 bp
Reverso 5 TGTCATCACCTAGGGGGCTA-3’
Directo 5 TCCCAAGTCATTCAGGGAAAC-3’

Exo6n 8 55°C | 498 bp
Reverso 5’ GCACCTGTGGCTGTGTAAAG -3’
Directo 5’: CAAAAATATTTGCGAACATAAGAATC-3 | 50,5°

Ex6n 9 685 bp

TM: temperatura de fusion; Pb: pares de bases
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7. AMPLIFICACION DEL GEN A ESTUDIO POR REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se realiz6 la PCR del ADN gendmico extraido de cada paciente en un volumen total de 20 pl. La
mezcla de reaccion incluy6 1 ul de ADN de cada muestra (100 ng/ul) y 19 pl de mix de PCR,
compuesto por: 13,5 ul de agua ultrapura (Meinsol inyectable) a 4°C, 2 ul de buffer 10X
(BioTag® DNA polymerase BIO-21040, Meridian Bioscience) a 4°C, 0,6 ul de MgCI2 (BioTaq®
DNA polymerase BIO-21040, Meridian Bioscience) a 4°C, 2 ul de dNTPs (2 mM) a 4°C, 0,4 ul
de cebador directo (10 uM) a -20°C, 0,4 ul de cebador reverso (10 uM) a -20°C y 0,12 ul de la
enzima Taq polimerasa (BioTaq® DNA polymerase BIO-21040, Meridian Bioscience) a -20°C.

La PCR se llevo a cabo en una placa Labcon de 96 pocillos, donde se afiadieron la mezcla de
reaccion correspondiente a cada paciente. Para evitar la evaporacion, la placa se sell6 con PCR
seal, se someti6 a un breve centrifugado y luego se trasladé al termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems). Alli, se ejecutaron los programas especificos de
amplificacion para cada fragmento del gen LIPC, segln lo indicado en la Tabla 4.

Tabla 4: Programa general de termociclador empleado para la amplificacion por PCR.

Fase de amplificacion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 2’
Desnaturalizacion del ADN 95°C 40~
Hibridacion de cebadores ™ 307 x 35
Extension de cebadores 72°C 30”

Extension final 72°C 7

Final 4°C ©

La TM es modificada segtn el cebador utilizado. La desnaturalizacion del ADN, la hibridacion y
extension de cebadores se repite 35 veces (o ciclos).

Los productos de PCR se verifican mediante electroforesis en gel de agarosa MS-8 (8065,
Condalab) al 2 % en TAE 1X, tefiido con 1,6 ul de SYBR® Safe I Nucleic Acid Gel Stain
(Invitrogen S33102). Una vez que el gel se ha solidificado, se prepara una mezcla de 2 pl de cada
muestra con 2 pl de xileno para su carga en los pocillos. Se incluye un control negativo siguiendo
el mismo procedimiento y, en el primer pocillo, se deposita 1 pl del marcador de peso molecular
Direct PCR 100bp Low Ladder (D3687, Sigma-Aldrich).

Tras la carga de las muestras, la electroforesis se lleva a cabo bajo condiciones de 90 V, 400 mA

durante 30 minutos. Finalmente, el gel se visualiza bajo luz UV con el software Uviphoto para
comprobar la correcta amplificacion de los fragmentos de ADN mediante PCR.
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8. PURIFICACION DEL PRODUCTO PCR MEDIANTE
EXOSAP-IT

Los productos de PCR obtenidos se purifican utilizando ExoSAP-IT® (78205.10.ML,
ThermoFisher) para eliminar los cebadores no hibridados y los nucleotidos residuales. Para ello,
se mezclan 5 pl de los productos de PCR con 2 pl de ExoSAP diluida 1/10 en una placa Labcon.
Tras sellarla, la placa se coloca en el termociclador con el siguiente programa: 37 °C durante 40
minutos para permitir la degradacion enzimatica de los nucleotidos, seguido de 15 minutos a 80
°C para inactivar el reactivo. Finalmente, la muestra se deja enfriar a 4 °C.

9. REACCION DE SECUENCIACION

La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo en placas IBIAN protegidas de la luz, con un
volumen total de 10 pl. Para ello, se afiadieron 1,5 pl de la muestra de PCR previamente purificada
con ExoSAP-IT® y 8,5 pl de la mezcla de reaccion. Se prepararon dos mezclas: una para la
reaccion directa (mix F) y otra para la reaccion inversa (mix R).

Cada mezcla contenia:

e (0,5 ulde Big Dye (Kit de secuenciacion de ciclos BigDye® Terminator v3.1, Thermo
Fisher) (-20°C)

e 1,75 ul de buffer del kit Big Dye (4°C)

o 475 ul de agua ultrapura

e 1,5 pl de cebadores F o R (2,1 uM) para el mix F y el mix R, respectivamente

La reaccion se realizo en dos placas separadas con sus respectivas mezclas. Una vez selladas, las
placas fueron incubadas en el termociclador siguiendo el programa especificado en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa termociclador empleado para la secuenciacion de LIPC.

Fase de amplificacion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 96°C 1’
Desnaturalizacion del ADN 96°C 10~
Hibridacion de los cebadores 55°C 5” X 25
Extension de cebadores 60°C 4’

Final 4°C 0

Después de la secuenciacion, se llevo a cabo el protocolo de precipitacion, en el cual se afiadieron
4 pl de EDTA a cada reaccion de secuenciacion (10 pl). Tras centrifugar la placa, se afiadieron
60 pl del reactivo de precipitacion, compuesto por:

e 6,5 ml de etanol al 96 % (v/v)
e 0,75 ml de agua
e 0,25 ml de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 (Sigma-Aldrich)
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La placa se mezcl6 por inversion y se incub6 durante 15 minutos protegida de la luz. Luego, se
centrifugd a 2090 G durante 30 minutos a 4°C, se retiro la tapa y se invirtié sobre papel absorbente
para eliminar el sobrenadante. Posteriormente, se realizé una segunda centrifugacion de la placa
invertida durante 1 minuto a 180 G a 4°C.

A continuacion, se afiadieron 70 pl de etanol al 70 % (v/v), se mezcldé nuevamente por inversion
y se centrifugd durante 15 minutos a 2090 G a 4°C. Se repitio el paso de inversion y centrifugacion
para eliminar el sobrenadante.

Para la desnaturalizacion del ADN, se afiadieron 20 pl de Hi-Di formamida a cada pocillo, se
sell6 la placa, se centrifugd brevemente y se incub6 a 94°C durante 2 minutos en el termociclador.
Posteriormente, las muestras se enfriaron lo antes posible a 4°C y se almacenaron en refrigeracion
hasta su envio al analizador genético 3500xL (Applied Biosystems) para su secuenciacion
mediante electroforesis capilar, siguiendo el método de Sanger. Este tltimo paso fue realizado en
el Servicio de Secuenciacion y Gendmica Funcional del Instituto Aragonés de Ciencias de la
Salud.

10.ANALISIS BIOINFORMATICO

Para identificar las variantes genéticas presentes en las muestras de los pacientes, se utilizo el
programa Variant Reporter (Applied Biosystems). Una vez detectadas, su posible patogenicidad
fue evaluada mediante PredictSNP2(33).

Adicionalmente, las variantes genéticas fueron analizadas en la base de datos gnomAD (v3.1.1)
(34) para comparar las frecuencias alélicas de estos polimorfismos en la poblacion general
(europea no finlandesa) con las observadas en nuestra muestra.

11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa R Studio, estableciendo un nivel de
significacion de p < 0,05. Los datos clinicos y antropométricos de los pacientes fueron analizados
en relacion con los niveles de cHDL, calculando el valor de p. Para las variables cualitativas
(sexo, enfermedad cardiovascular, hipertension, diabetes y presencia de placa) se calcula el
numero y el porcentaje de sujetos con la caracteristica en cuestion y el valor p a partir del
estadistico Chi-cuadrado de Pearson. Para las variables cuantitativas, primero se aplico la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk. Si p > 0,05, la variable se consider6 una distribucion paramétrica
o normal; y si p < 0,05, se asumi6 una distribucién no paramétrica.

En el caso de las variables paramétricas (edad, HDL. LDL, Apo A1, Lp(a), GPT, glucosa), se
calcularon la media y la desviacion estandar. obteniendo el valor de p mediante la prueba t de
Student. Para las variables no paramétricas (IMC, TG, CT. Apo B, HbAlc, GGT), se calcularon
la mediana y los cuartiles 25y 75, y el valor de p se obtuvo con la prueba de U de Mann-Whitney.
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12. FUNDAMENTOS ETICOS

Este proyecto de investigacion se sustenta en principios éticos esenciales que buscan asegurar la
proteccion de los individuos participantes, asi como el respeto de estos. Para ello, se garantiza la
aplicacion de los principios contenidos en la Declaracion de Helsinki, documento clave que
orienta éticamente la investigacion médica con seres humanos. Asimismo, para asegurar el
cumplimiento de las normativas éticas y legales imprescindibles, el estudio fue aprobado y
revisado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragén (CEICA). Esta aprobacién
garantiza que el estudio se desarrollara de forma ética, resguardando los derechos y la seguridad
de los participantes. Los participantes han sido debidamente informados acerca de los objetivos
del estudio, los procedimientos a seguir, y los posibles riesgos y beneficios. Su consentimiento
fue otorgado por escrito, lo cual refleja que han aceptado participar de manera libre, voluntaria y
con pleno conocimiento del proyecto.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS
ANTROPOMETRICAS

CLINICAS, BIOQUIMICAS Y

En la tabla 6 se exponen las caracteristicas clinicas, bioquimicas y antropométricas de los sujetos
de los dos grupos analizados. Se analizaron 37 sujetos con concentracion elevada de cHDL y 37
sujetos con concentracion baja de cHDL.

En primer lugar, se evidencia una diferencia significativa en la media de edad, siendo mayor en
el grupo con niveles altos de cHDL en comparacion con el grupo con niveles bajos (p<0,05). Por
otro lado, el indice de masa corporal (IMC) resulta significativamente menor en el grupo con
concentraciones elevadas de cHDL (p<0,05).

Atendiendo a los parametros bioquimicos, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos en los niveles de GGT, GPT, Apo B, Lp(a), glucosa y HbAlc. Sin embargo, la
concentracion de PCR fue significativamente menor en el grupo con niveles elevados de cHDL
(p<0,05) y la concentracion de Apo Al fue significativamente mayor en el grupo con niveles
elevados de cHDL.

En relacion con el perfil lipidico, se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de cLDL (p=0,01), cHDL (p<0,001) y colesterol total (p<0,001), siendo mayores
en el grupo con niveles elevados de cHDL. Por el contrario, las concentraciones de TG no
presentaron diferencias significativas entre ambos grupos, aunque la concentraciéon es mayor en
el grupo de cHDL bajo.

Por ultimo, cabe destacar que tanto el sexo como diabetes e hipertension arterial y la presencia de
placa, no presentan una variacion significativa. Sin embargo, se observaron diferencias en la
presencia de enfermedad cardiovascular que es significativamente superior en los sujetos con
niveles bajos de cHDL (p=0,024).

Tabla 6: Caracteristicas clinicas, bioquimica y antropométricas en base a los niveles de cHDL.

Sujetos con niveles de | Sujetos con niveles de | p

cHDL alto (n=37) cHDL bajo (n=37)
Edad, afios 50+£11,92 39,16 + 16,07 0,015
IMC, kg/m? 24,06 [21,40 —24,83] | 25,51 [23,05-26,46] | 0,009
Sexo, hombres, n (%) 20 (54%) 17 (45%) 0,642
HDL, mg/dL 90,86 + 13,18 33,21 £4,58 <0,001
LDL corregido, mg/dL 166,44 + 44,54 136,75 £ 52,45 0,010
TG, mg/dL 81 [66-110] 101 [76 - 145] 0,056
CT, mg/dL 300 [267 - 321] 201 [167 - 261] <0,001
Apo Al, mg/dL 215,35+26,93 115,14 £22,66 <0,001
Lp(a), mg/dL 60,23 + 67,93 42,81 + 53,73 0,231
GPT, UI/LL 21,89 £ 8,74 23,38 £ 14,05 0,609
Gluc, mg/dl 89,35+ 11,08 90,67 + 16,41 0,685
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Apo B, mg/dL 122,5[103 - 142,5] 106 [89,2 - 141] 0,216
HbAlc, % 5,31[5,2-5,52] 5,3[5,07 - 5,6] 0,729
GGT, UI/L 23 [15 - 28] 17 [13 -27,5] 0,269
PCR mg/dL 0,6 [0,4 — 1,05] 2,15[0,7 - 4,82] 0,005
DM, n (%) 0 (0%) 4 (10%) 0,123
HTA, n (%) 5(13%) 4 (11%) 1

ECV, n (%) 0 (0%) 6 (17%) 0,025
Presencia de placa, n (%) | 9 (25%) 9 (47%) 0,168

Indice de masa corporal (IMC); Lipoproteinas de alta densidad (HDL); Lipoproteinas de baja densidad
(LDL); Triglicéridos (TG); Colesterol total (CT); Apoliproteina Al (Apo Al); Lipoproteina (a) (Lp(a));
Transaminasa glutdmico-piravica (GPT); Glucosa (Gluc); Apoliproteina B (Apo B); Hemoglobina
glicosilada (HbA1c); Gamma-glutamil transferasa (GGT); Proteina C reactiva (PCR); Diabetes mellitus
(DM); Hipertension arterial (HTA); Enfermedad cardiovascular (ECV)

P: el valor de p corresponde a las diferencias globales entre los grupos segun la concentracion de cHDL;
calculado mediante T-Student, prueba U de Mann-Whitney o chi-cuadrado, seglin la distribucion de las
variables; paramétricas, no paramétricas o dicotomicas respectivamente.

Las variables cualitativas estdn expresadas como nimero (%), mientras las variables cuantitativas
paramétricas (distribucion normal) estan expresadas como media + desviacion estandar y las cuantitativas
no paramétricas (distribucion no normal) estan expresadas como mediana [rango intercuartilico].

2. VARIANTES DEL GEN LIPC

Se detectaron un total de 16 polimorfismos en el gen LIPC entre los individuos seleccionados,
cuyas frecuencias alélicas y resultados del analisis bioinformatico se detallan en la Tabla 7.

Entre las variantes genéticas identificadas, tres se localizan en la region no codificante 5"UTR.
Estas variantes corresponden a rs1800588, rs35511894 y rs1477741062; y conllevan las
siguientes sustituciones respectivamente: c.-514C>T, ¢.-523C>T y ¢.-380G>A; en las que se
reemplaza una citosina por una timina en las dos primeras posiciones, y una guanina por una
adenina en la tercera. Los analisis bioinformaticos predicen que las tres variantes son neutrales,
con probabilidades de neutralidad del 77%, 88 % y 88 %, respectivamente.

En la region codificante se identificaron un total de diez variantes genéticas. De estas, cuatro
corresponden a variantes no sindbnimas que provocan un cambio en la secuencia de aminoacidos,
mientras que las seis restantes son variantes sinonimas que no alterando la secuencia proteica.
Dentro de las variantes no sinénimas se encuentra rs768938270 en el exo6n 2, la cual implica una
sustitucion de citosina por guanina (c.212C>G, p.(Thr71Arg)) y presenta una probabilidad del 63
% de ser neutral. En el exon 3, se localiza rs6078, que corresponde a un cambio de guanina por
adenina (c.283G>A, p.(Val95Met)), con una probabilidad del 89 % de neutralidad. En el exén 5
se identifico la variante rs6083, caracterizada por la sustitucion de una adenina por una guanina
(c.644A>G, p.(Asn2155er)), también con una probabilidad del 89 % de ser neutral. Finalmente,
en el exon 7, la variante rs3829462 (c.1068C>A, p.(Phe356Leu)), que implica un cambio de
citosina por adenina, se predice como deletérea con una probabilidad del 82 % en contraste con
las variantes anteriores.
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Las seis variantes sinonimas se distribuyen en varios exones En el exén 4 se encuentra rs690
(c.465G> T, p.(Vall55=)), que sustituye una guanina por una timina. En el exon 5 se identificaron
tres polimorfismos: rs34351746 (¢.588G>A, p.(Ala196=)), rs6082 (c.591A>G, p.(Glyl97=)) y
rs6084 (c.672C>G, p.(Thr224=)), correspondientes a sustituciones de guanina por adenina,
adenina por guanina y citosina por guanina, respectivamente. En el exon 7 se encuentra rs3829461
(c.1092A>G, p.(Thr366=) que implica una sustitucion de adenina por guanina. Finalmente, en el
exon 9 se localiza la variante rs6074 (c.1437C>A, p.(Thr479=)), donde se sustituye una citosina
por una adenina. Los andlisis bioinformaticos predicen que todas estas variantes sindnimas son
neutrales con una probabilidad del 96 %, a excepcion de la variante del exon 9, cuya probabilidad
de neutralidad es del 93 %.

En cuanto a las variantes genéticas localizadas en regiones intronicas o no codificantes, se
identificaron tres en total. La primera es rs6076, ubicada en el intron 2 (c.274-46G>A), que
presenta una sustitucion de guanina por adenina. La segunda es rs6080, localizada en el intron 4
(c.575-8C>A), donde se sustituye una citosina por una adenina. La tercera corresponde a
133751542, en el intrén 8 (c.1388+111T>C), que implica un cambio de timina por citosina. Los
analisis bioinformaticos predicen que rs6076 y rs3751542 son variantes neutrales con una
probabilidad del 77 % y 88%, respectivamente. En cambio, la variante rs6080 se considera
deletérea con una probabilidad del 91 %.

Si observamos las frecuencias alélicas dentro de nuestro grupo de estudio, el analisis estadistico
no muestra diferencias significativas entre los grupos de cHDL alto y bajo. Cabe destacar que hay
dos variantes: una situada en el exon 2 rs 768938270 (c.212C>G, p.(Thr71Arg) y otra situada en
el intron 4 rs6080 (c.575-8C>A), que se encuentran presentes Unicamente en el grupo de cHDL
bajo. Asimismo, la variante genética que se localiza en la region 5'UTR r1s1477741062
(c.380G>A) se encuentra unicamente en el grupo de cHDL alto.

De los 16 polimorfismos identificados, el analisis realizado a través de la base de datos Clin Var
(35) revelod que la mayoria (10 variantes) estan clasificadas como benignas, lo que indica que no
presentan relevancia clinica conocida. De las variantes restantes, cuatro no han sido previamente
reportadas (rs35511894, rs1477741062, rs768938270 y rs6074), mientras que la variante
1334351746 se clasifica como de significado clinico incierto, lo que implica que ain no existe
suficiente evidencia para establecer asociacion concluyente y requiere estudios adicionales.
Finalmente, solo la variante rs1800588 presenta una posible asociacion clinica segun la
informacion disponible, aunque no se considera patogénica por si sola.

Respecto a las diferencias en frecuencias alélicas de nuestros sujetos a estudio y gnomAD hay
diferencias estadisticamente significativas en 5 variantes genéticas, siendo mas frecuente en
nuestro estudio que en la base de datos gnomAD: rs35511894 (p=0,049) y rs6084 (p=0,020). Por
el contrario, las 3 variantes genéticas restantes: rs6080 (p=0,050), rs6082 (p=0,027), y rs6074
(p=0,020) son mas frecuentes en la base de datos gnomAD que en nuestro estudio.
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Figura 6. Variantes genéticas identificadas y su localizacion en el gen LIPC. Se indican en rojo las
variantes deletéreas. Modificado de Lee et al., (46)
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y analisis bioinformatico de las variantes de LIPC en sujetos con niveles extremos de HDL.

Variante Localizaci6 | Cambio de | Cambio de | Clin Var Analisis Frecuencia alélica en la poblacion | Frecuencia alélica en nuestro estudio
n nucleédtido proteina bioinformatico general en comparacion con nuestro
estudio
PredictSNP2! Nuestro | gnomAD | p Sujetos con | Sujetos con | p
(probabilidad) estudio niveles altos de | niveles bajos
cHDL de cHDL
rs1800588 5'UTR c.-514C>T - Asociacion Neutral (77%) 0,270 0,215 0,103 0,324 0,216 0,138
rs35511894 5'UTR c.-523C>T - NR Neutral (88%) 0,020 0,014 0,049 0,027 0,135 0,559
rs1477741062 | 5S'UTR c.-380G>A - NR Neutral (88%) 0,007 0 0 0,013 0 0,316
rs768938270 | Exon 2 c.212C>G p.(Thr71Arg) NR Neutral (63%) 0,007 0 0 0 0,013 0,316
rs6076 Intrén 2 c.274-46G>A - Benigna Neutral (77%) 0,162 0,170 0,791 0,176 0,149 0,655
rs6078 Exo6n 3 c.283G>A p-(Val95Met) Benigna Neutral (89%) 0,034 0,297 0,772 0,054 0,013 0,172
rs690 Exo6n 4 c.465G>T p-(Vall55=) Benigna Neutral (96%) 0,601 0,581 0,626 0,554 0,648 0,239
rs6080 Intrén 4 ¢.575-8C>A - Benigna Deletéreos (91%) 0,007 0,037 0,050 0 0,013 0,316
rs34351746 Exo6n 5 c.588G>A p-(Alal196=) Benigna/ Neutral (96%) 0,020 0,001 0 0,013 0,027 0,559
Significancia
incierta

rs6082 Exo6n 5 c.591A>G p-(Gly197=) Benigna Neutral (96%) 0,054 0,078 0,027 0,067 0,040 0,467
rs6083 Exo6n 5 c.644A>G p-(Asn215Ser) Benigna Neutral (89%) 0,297 0,355 0,14 0,311 0,284 0,791
rs6084 Exo6n 5 c.672C>G p.(Thr224=) Benigna Neutral (96%) 0,615 0,519 0,020 0,594 0,635 0,612
rs3829462 Exo6n 7 c.1068C>A p-(Phe356Leu) Benigna Deletéreos (82%) 0,986 0,985 0,926 0,986 0,986 1
rs3829461 Exo6n 7 c.1092A>G p-(Thr366=) Benigna Neutral (96%) 0,986 0,985 0,926 0,986 0,986 1
rs3751542 Intrén 8 c.1388+111T>C | - Benigna Neutral (88%) 0,250 0,294 0,240 0,297 0,203 0,184
rs6074 Exo6n 9 c.1437C>A p-(Thrd79=) NR Neutral (93%) 0,074 0,140 0,020 0,067 0,081 0,754

NR: No reportada
PredictSNP2 (33) (uses CADD, DANN, FATHMM y Funseq?2 as predictors)

GnomAD (34)




DISCUSION

En este estudio, evaluamos la presencia de variantes genéticas en el gen L/PC en individuos con
valores extremos de cHDL con el objetivo de identificar un posible papel de las variaciones
genéticas de la lipasa hepatica en el metabolismo del cHDL, lo que podria ayudar a identificar el
mecanismo y el riesgo cardiovascular asociado a concentraciones extremas de cHDL en algunos
individuos.

Al analizar las caracteristicas clinicas, bioquimicas y antropométricas de los dos grupos en

estudio, sujetos con concentraciones elevadas de cHDL frente a aquellos con niveles bajos, se han
observado hallazgos relevantes. En primer lugar, los individuos con niveles bajos de cHDL
tienden a ser mas jovenes y presentan niveles mas altos de IMC, asociadas a un mayor riesgo
cardiovascular. Este resultado puede deberse a que la presencia de cHDL bajo es un factor de
riesgo para el desarrollo de ECV (6,7), por lo que los sujetos podrian ser derivados de forma
precoz a la Unidad de Lipidos del Hospital Universitario Miguel Servet para ser estudiados en
profundidad. En cuanto a los parametros bioquimicos, se evidencid que los niveles de Apo Al
son significativamente mas altos en el grupo con cHDL elevado, lo cual resulta coherente con su
funcion como principal apolipoproteina estructural y funcional de las HDL (36). Por el contrario,
los valores de proteina C reactiva (PCR), un reconocido marcador inflamatorio, se encontraron
aumentados en el grupo con cHDL bajo. Tal como se ha descrito previamente, la PCR es una
herramienta til en la prediccion del riesgo cardiovascular, siendo sus concentraciones elevadas
indicativas de un mayor riesgo de eventos cardiovasculares (9). Segln la bibliografia basada en
las concentraciones de PCR, el grupo de cHDL alto tendria un riesgo bajo mientras que el grupo
de cHDL bajo tendria un riesgo moderado (5,6).

También es relevante destacar que el grupo con niveles de cHDL bajo se ha relacionado con un
mayor porcentaje de ECV. Como se menciond previamente, existen niveles Optimos de
concentracion de cHDL, y tanto valores muy bajos como muy altos se relacionan con un
incremento en el riesgo de ECV (6,7). Aunque no hay diferencias significativas respecto al
porcentaje de presencia de placa, este valor es mayor en el grupo de cHDL bajo. Este hallazgo es
relevante, ya que refuerza la conclusion que también se deriva de los niveles de PCR; niveles
bajos de cHDL se asocian con un mayor riesgo de desarrollar ECV.

Estos resultados hallados en nuestro estudio concuerdan con una investigacion que se llevo a cabo
recientemente en la que se analizo la relacion entre los niveles de cHDL y la mortalidad. El estudio
se realizd en personas con hipercolesterolemia primaria, excluyendo aquellas con causas
secundarias. Los resultados mostraron que no existe una relacion en forma de “U” entre los
niveles de cHDL y la mortalidad, y que tener un cHDL alto no se relaciona de manera
independiente con un mayor riesgo de muerte. Por el contrario, concentraciones elevadas de
cHDL se asociaron con una menor mortalidad general, cardiovascular y no cardiovascular en
comparacion con otros niveles de HDL. Sin embargo, esta relacion dejo de ser significativa tras
ajustar por otros factores de riesgo como la obesidad y el tabaquismo (37,38).

Por otro lado, respecto a la identificacion de variantes genéticas del gen LIPC, se encontraron los
siguientes hallazgos. Mediante la secuenciacion del promotor, los 9 exones y las regiones exon-

intrén del gen LIPC en sujetos seleccionados con valores extremos de cHDL, se identificaron 16



variantes genéticas. Tres variantes estaban localizadas en la region promotora: rs1800588 (-
514C>T) (38), rs35511894 (c.-523C>T) y rs1477741062 (c.-380G>A). La variante rs1800588
(c.-514C>T) es uno de los polimorfismos del gen LIPC mas ampliamente estudiados (39). Esta
variante se ha asociado con la actividad de la LH, los niveles de cHDL y el riesgo de enfermedades
metabolicas (22,40,41). En este sentido, este polimorfismo se ha relacionado con una baja
actividad de la lipasa hepatica y un aumento del cHDL (15,39,42). Un estudio en sujetos
mexicanos encontrd que esta variante esta relacionada con indices cardiometabolicos e
incrementa el riesgo de enfermedades cardiovasculares (43). En nuestro estudio, la frecuencia
alélica de rs1800588 (c.-514C>T) en sujetos con niveles altos de cHDL fue mayor que en aquellos
con cHDL bajo, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. La variante
rs35511894 (c.-523C>T) fue hallada en voluntarios sanos durante una feria de salud comunitaria,
aunque no se describi6 una funcion especifica para ella (44).

La variante intronica rs35511894 (c.274-46G>A) también se encontré en poblacion turca con
niveles bajos de cHDL, aunque no se report6 ninguna asociacion con los niveles plasmaticos de
cHDL (45). De manera similar, hemos encontrado en nuestro estudio, lo mismo con la variante
rs35511894 (c.-523C>T).

Las variantes no sinonimas rs6078 (c.283G>A, p.(Val95Met)); 1s6083 (c.644A>G,
p.(Asn215Ser)) y rs3829462 (c.1068C>A, p.(Phe356Leu)), localizadas en la region codificante,
también fueron descritas en poblacion turca. Hodoglugil et al. realizaron analisis bioinformaticos
para evaluar su posible efecto en la funcion de la proteina y las categorizaron como benignas (45),
al igual que la base de datos ClinVar (35). Sin embargo, nuestros analisis bioinformaticos
describieron la variante rs3829462 (c.1068C>A, p.(Phe356Leu)) como deletérea con una
probabilidad del 82%. Estas variantes también se encontraron en sujetos coreanos con niveles
elevados de cHDL (46) y en afroamericanos y blancos no hispanos con valores extremos de cHDL
(39). Long et al. (47,48) evaluaron la asociacion de los polimorfismos rs6078 (c.283G>A,
p.(Val95Met)) y rs6083 (c.644A>G, p.(Asn215Ser)) con diabetes tipo 2 en individuos chinos,
aunque no se reportaron cambios metabdlicos relacionados con diabetes. Sin embargo, en sujetos
portadores de la variante rs6083 (c.644A>G, p.(Asn215Ser)), se observaron diferencias
significativas en los niveles de colesterol, TG y cLDL entre los homocigotos AA y los genotipos
combinados GG y AG, lo que sugiere que este polimorfismo podria influir en el metabolismo
lipidico mediante interaccion con otros polimorfismos de un solo nucleétido. En cuanto a la
variante r$3829462 (c.1068C>A, p.(Phe356Leu)), un estudio en poblacion Han china mostr6 que
los hombres con niveles normales de cHDL tenian una mayor frecuencia alélica de esta variante
que aquellos con niveles bajos de cHDL (48). Ademas, esta variante se ha asociado con una
disminucion del 29% en la actividad de la LH en hombres afroamericanos (49). En nuestro
estudio, solo se encontrd un sujeto por grupo con esta variante genética. Cabe mencionar que la
variante rs768938270 (c.212C>G, p.(Thr71Arg)) se hallé tinicamente en un sujeto del grupo con
cHDL bajo. Esta variante no se encuentra descrita en la literatura en relacion con su influencia
con niveles bajos de cHDL y su posible implicacion en el metabolismo lipidico.

Cuatro polimorfismos sinénimos r1s690 (c.465G>T, p.(Vall55=); 1s6082 (c.591A>G,
p.(Gly197=)); rs6084 (c.672C>G, p.(Thr224=)) y rs6074 (c.1437C>A, p.(Thr479=)) también se
encontraron en la poblacion turca (45). Estas variantes no se predijeron que crearan sitios de
empalme cripticos, lo cual concuerda con nuestros analisis bioinformaticos que las describen
como neutrales, y con la categorizacion de ClinVar que las define como benignas. Las variantes
mencionadas anteriormente y 1s3829461 (c.1092A>G, p.(Thr366=)) fueron descritas en
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afroamericanos y blancos no hispanos con valores extremos de cHDL, y sus frecuencias alélicas
fueron similares en todos los grupos (39). El polimorfismo (A>C) de rs6074 (c.1437C>A,
p.(Thr479=)) se relacion6 con niveles bajos de cHDL en sujetos del sur de la India sin diabetes;
sin embargo, nosotros no observamos tales diferencias (51). En nuestra poblacion no hay
diferencias significativas entre ambos grupos en estas variantes.

La variante del gen LIPC rs1477741062 (c.-380G>A, p.(Thr71Arg)) se presentd unicamente en
el grupo con cHDL alto. Estos sujetos mostraron un aumento en colesterol total y niveles de Apo
B, lo que sugiere un posible papel de estas variantes en el metabolismo lipidico. Sin embargo, se
requieren mas estudios para confirmar esta hipotesis. Por otro lado, las variantes rs768938270
(c.212C>G, p.(Thr71Arg)) y rs6080 (c.575-8C>A) se presentaron unicamente en el grupo con
cHDL bajo. Ademas, la variante rs34351746 (c.588G>A, p.(Alal96=)) localizada en el ex6n 5
que como se ha comentado anteriormente codifica una region evolutivamente muy conservada
con una posible funcion catalitica (11). En nuestro estudio la frecuencia alélica del grupo de cHDL
bajo es el doble que el grupo cHDL alto, sugiriendo que si se aumentara el nimero de sujetos
podrian salir diferencias significativas.

Este estudio presenta algunas limitaciones. Debido al tamafio del gen LIPC, solo se secuenciaron
las regiones codificantes y los limites exon-intron. Es posible que se hayan pasado por alto
variantes funcionales ubicadas en intrones. Todos los sujetos eran caucasicos de ascendencia
espaiiola, por lo que los resultados podrian no ser aplicables a otras poblaciones. El numero de
sujetos estudiados es limitado, aunque este fenotipo es poco comiin una vez excluidas las causas
secundarias. Finalmente, la escasa contribucion de variantes raras a los niveles extremos de cHDL
podria no reflejar el papel del gen LIPC en fenotipos mas leves.
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CONCLUSIONES

e El analisis muestra que los individuos con cHDL elevado tienen menor concentracion de
PCR, IMC y menor incidencia de ECV. Ademas, presentan mayores concentraciones de
Apo Al y una edad promedio mas alta. Estos resultados sugieren una relacion entre el
cHDL alto y un mejor perfil cardiometabdlico. Se refuerza el papel protector del cHDL
frente a la aterosclerosis.

e En los sujetos seleccionados con concentraciones extremas de cHDL se identificaron 16
variantes genéticas del gen L/IPC: 3 en la region 5'UTR, 10 en regiones codificantes y 3
localizadas en regiones intronicas.

e Se identificod una variante exclusiva en el grupo con niveles elevados de cHDL,
rs1477741062 (c.-380G>A), y dos variantes especificas del grupo con niveles bajos de
cHDL 15768938270 (¢.212C>G, p.(Thr71Arg)) y rs6080 (c.575-8C>A) , lo cual sugiere
una relacion entre el perfil lipidico individual y estas variantes del gen L/PC.

e En nuestra poblacion de estudio, el analisis de las frecuencias alélicas no mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con niveles altos y bajos de
cHDL. Sin embargo, si se observaron diferencias en la frecuencia alélica de las variantes
identificadas en individuos con valores extremos de cHDL al compararlos con la
poblacion europea general, segin los datos de la base gnomAD.

e Es necesario realizar mas estudios para poder respaldar la asociacion entre las variantes
genéticas de LIPC'y las concentraciones elevadas de cHDL.
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ANEXO

Informe Dictamen Favorable
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=—=DE ARAGON C.P. - C.I. PI21/099

Depurtamento de Saridad 24 de marzo de 2021

Dfia. Maria Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragon (CEICA)

CERTIFICA

1°. Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunién del dia 24/03/2021, Acta N° 06/2021 ha evaluado la propuesta del
investigador referida al estudio:

Titulo: Variantes genéticas de SCARB1, gen que codifica SR-B1, en sujetos con valores extremos de
colesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad

Investigadora Principal: Irene Gracia Rubio

Versién protocolo: v1.1, 23/03/2021

20, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estén
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuada la utilizacion de los datos y las muestras (solicitud BSSA).

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.
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