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Resumen. El aumento en los valores de los lipidos sanguineos, constituye
un importante factor de riesgo cardiovascular. La lipoproteina lipasa (LPL)
juega un papel importante en el metabolismo lipoproteico. Factores metabéli-
cos y genéticos pueden influir en la funcién de la LPL. La variante S447X de
la LPL se ha asociado con cambios en el perfil lipidico en diferentes poblacio-
nes. El objetivo de esta investigacion fue analizar la relacion entre la variante
S447X del gen de la LPL y lipidos plasmaticos de individuos del Estado Zulia,
Venezuela. Se estudiaron 75 individuos entre 20 y 60 afos, 34 hombres y 41
mujeres. A cada individuo se le realizé una historia clinica con antecedentes
familiares, caracteristicas antropométricas, estado nutricional y pruebas bio-
quimicas. Para el estudio molecular, se extrajo el ADN gendémico, se utilizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) seguida de digestion enzimatica
para polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion utilizando la en-
zima Hinf 1. Los individuos estudiados presentaron niveles normales de glice-
mia, triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de baja densidad (CG-LDL) y
niveles ligeramente disminuidos de las lipoproteinas de alta densidad
(C-HDL). La distribuciéon genotipica dela variante S447X del gen LPL fue
90,6% para el genotipo homocigoto 447SS y 9,4% para el genotipo heteroci-
goto 447SX; no se identifico el genotipo 447XX. La poblacién se ajustd al
equilibrio genético de Hardy Weinberg. No se encontro relacion entre el poli-
morfismo S447X del gen LPL y los valores lipidicos plasmaticos.
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Lack of association between the S447X variant of the
lipoprotein lipase gene and plasma lipids. A preliminary study.
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Abstract. The increase in lipid plasma values is an important cardiovas-
cular risk factor. Lipoprotein lipase (LPL) plays an important role in the lipo-
protein metabolism and metabolic and genetic factors may influence its levels
and functions. The S447X variant of the lipoprotein lipase gene is associated
with changes in plasma lipids in different populations. The objective of this re-
search was to analyze the S447X variant of the LPL gene and its relation with
plasma lipids of individuals in Zulia state, Venezuela. With this purpose, we
studied 75 individuals (34 men and 41 women) between 20 and 60 years of
age. Each subject had a medical history which included family history,
anthropometric characteristics, nutritional status evaluation and biochemical
tests. Genomic DNA was extracted for the molecular study and the polymer-
ase chain reaction was used, followed by enzyme digestion, for restriction
fragments length polymorphisms using the Hinf I enzyme. The individuals
studied had normal levels of blood glucose, triglycerides, total cholesterol and
low density lipoproteins (LDL-C) and slightly decreased levels of high density
lipoproteins (HDL-C). The genotypic distribution of the LPL gene S447X vari-
ant in the studied population was 90.6% for the homozygous genotype SS447
and 9.4% for the heterozygote SX447. The genotype 447XX was not identified.
The population was found in Hardy Weinberg genetic equilibrium. No associa-
tion between the S447X polymorphism of lipoprotein lipase gene and plasma

lipids was observed.
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INTRODUCCION

Las alteraciones en los lipidos plasma-
ticos constituyen factores de riesgo modifi-
cables que conducen a la aparicion de las
enfermedades cardiovasculares (1, 2). Las
enfermedades cardiovasculares representan
un problema de salud publica a nivel mun-
dial, causando 30% de todas las muertes en
el mundo, reduciendo 10% los afios de vida
saludable (3). En Venezuela las enfermeda-
des cardiovasculares ocupan el primer lugar
de las 25 principales causas de muerte en
ambos sexos, y entre individuos de 65 a 74
anos representan el 30% de las muertes (4).

En los dltimos anos se ha estudiado la
contribucién de la variabilidad genética de
los factores de riesgo cardiovasculares, en-
focandose el analisis en el estudio de genes
candidatos involucrados en las vias biologi-
cas asociadas con el metabolismo de los li-
pidos y la hemostasia (1, 5, 6). Dentro de
estos genes destacan, el gen de la Apo E,
Apo B, y el gen de la lipoproteina lipasa
(LPL) (1, 5-16).

La LPL es una enzima que participa en
el metabolismo y transporte de las lipopro-
teinas, a través de la hidrdlisis de los trigli-
céridos presentes en los quilomicrones y las
lipoproteinas de muy baja densidad
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(C-VLDL), generando acidos grasos libres y
glicerol utilizado para el almacenamiento
energético (1,8-16). La disminucion de la
actividad de la LPL influye en los niveles li-
pidicos, causando hipertrigliceridemia ¢ hi-
percolesterolemia generalmente acompana-
da de bajos niveles de C-HDL (9-13). El gen
de la LPL esta localizado en 8p22, tiene
una longitud de aproximadamente 30 kilo-
bases (Kb), contiene 10 exones y codifica
una proteina de 475 aminoacidos, incluyen-
do un péptido senal de 27 aminodcidos
(5-16).

Una variante del gen de la LPL amplia-
mente estudiada es el polimorfismo S447X,
que se produce por la sustitucion de citosi-
na por guanina en la posicion 1595 del
exon 9 del gen. Este cambio convierte el co-
dén que codifica para la serina 447 en un
codén de terminacién prematuro, originan-
do un incremento en la actividad de la enzi-
ma en los portadores de la variante S447X
(7).

Soland y col. (7) reportaron menor fre-
cuencia del alelo 447X en individuos hiper-
trigliceridémicos y en individuos que han
sufrido infarto agudo de miocardio. Ade-
mas, la variante 447X se asocia con mayor
actividad post heparina de la LPL, niveles
disminuidos de colesterol total y triglicéri-
dos plasmaticos, asi como valores aumenta-
dos del C-HDL (7). Este efecto protector se
atribuye a su mayor afinidad por los recep-
tores, que facilita la eliminacién de las par-
ticulas remanentes del C-VLDL (7-16).

Por otro lado, Fernandez y col. han re-
portado que la poblacién Zuliana presenta
alto riesgo para desarrollar diabetes y enfer-
medades cardiovasculares por presentar al-
teraciones metabdlicas como hipertriglice-
ridemia y disminucién del C-HDL (18).

En consideracion de lo anteriormente
expuesto se plantedé como objetivo estable-
cer la relacion de la variante S447X del gen
de la LPL y los lipidos plasmaticos.

PACIENTES Y METODOS

Se evaluaron 75 individuos no consan-
guineos en edades comprendidas entre 20 y
60 anos, nacidos en el Estado Zulia. Los cri-
terios de exclusion fueron: el embarazo, la
dislipidemia asociada a enfermedades del ri-
nén, el higado y la tiroides, diabetes melli-
tus y el tratamiento con corticoesteroides,
estrogenos, retinoides y los bloqueadores
p-adrenérgicos, enfermedad crénica, asi
como alguna medicacion que alterara el
metabolismo de la glucosa o de los lipidos.
Todos los participantes en el estudio firma-
ron su consentimiento a participar luego de
explicarles la naturaleza del mismo. El pro-
tocolo de esta investigaciéon fue aprobado
por el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Clinica “Dr. Américo Ne-
grette”, Maracaibo, Venezuela.

A cada sujeto en estudio se le realizo
una historia clinica. Se determinaron las ca-
racteristicas antropométricas: peso (kg) y
talla (em). Se calcul6 el indice de masa cor-
poral (IMC) empleando la férmula de Que-
telet (kg/m?2).

Se practicaron las pruebas bioquimicas
con el cumplimiento del control de calidad
pre-analitico, con 10 a 12 horas de ayuno.
Se extrajo la muestra de sangre venosa y se
centrifug6 a 3000 rpm por 15 min para la
obtencion del suero. Se determinaron los
niveles séricos de glicemia por el método
de glucosa oxidasa; colesterol total, trigli-
céridos, C-HDL por métodos enzimaticos
(Human), y la insulina por la técnica ELISA
(DRG). Se calcul6 el C-LDL empleando la
formula de Friedewald (19). Se calculé el
modelo de determinacion de la homeostasis
(HOMA-IR) empleando la férmula desarro-
llada por Matthews y col. (20, 21).

Para el analisis molecular se aisl6 el
ADN genémico a partir de leucocitos de
sangre periférica por la técnica combinada
derivada del método fenol-sevag (22) e inor-
ganico (23). Se empled la técnica de RCP
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como se describe a continuacién: a partir
de 100 ng de ADN se adicion6é 20 ul. de
mezcela de reaccion constituida por 2,5 pl
de Buffer Taq (10X), 1 uL de cada iniciador
(10uM) 5’- TGACCCACTTGCCACCCGTGC -
3’y 5’ GCAGCAGCCAGGGCTGGC - 3’°(12),
0,5ul. de desoxinucleotido (10uM), 1,5 uL
de cloruro de magnesio (25mM), 0,5 uL de
Taq polimerasa (5 U/ul) y 13 ul de agua
ultra pura. Estos cebadores delimitan el
ex6n 9 del gen de la LPL que contiene el
polimorfismo S447X, consistente en susti-
tucion de una citosina por una guanina,
que produce un codén de terminacion pre-
maturo. Se utilizé un termociclador Perkin
Elmer modelo Gene Amp PCR system. La
RCP se realiz6 con el siguiente programa:
desnaturalizacion corta de 94°C por 30 seg,
alineamiento de los iniciadores a 56°C, ex-
tension de 72°C por 2 min en un total de 40
ciclos. El programa fue precedido por una
desnaturalizacion prolongada a 94°C por 8
min y una extension final de 72°C por 10
min. El tamano del fragmento obtenido co-
rrespondio a 160 pares de base (pb).

El producto amplificado se sometio a
digestion enzimatica con la enzima de res-

MPM C+ SS SX

triccion Hinf 1 (7), separandose posterior-
mente por electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 2% en buffer Tris-EDTA-borato
1x. Se utilizé6 como marcador de peso mole-
cular Phil74 digerido con Hae III. El gel se
colore6é con una solucion de Smg/mL de
bromuro de etidio y se visualiz6 en un tran-
siluminador con luz ultravioleta (Hoefer-
Mod. UVTM-25).

Se asign6é el genotipo homocigoto
S447S (160 pb/160 pb) cuando en ambos
cromosomas no hubo corte con la enzima
de restriccion, genotipo X447X (137+
23pb/137+ 23pb) cuando en ambos cromo-
somas se evidencié corte con la enzima, el
genotipo S447X (160pb/ 137423 pb) fue
asignado cuando en un cromosoma se ob-
servé corte y en el otro ausencia de corte
con la enzima utilizada (Fig. 1).

Anilisis estadistico

Con base a las frecuencias genotipicas
se estimaron las frecuencias alélicas, y se
determiné el ajuste al equilibrio genético
de Hardy Weinberg utilizando el estadistico
Ji cuadrado. Para evaluar la relacion entre
el polimortismo S447X del gen de la LPL y

MPM: @ 174 digerido con Hae Ill. C*: control positivo del genotipo SS. SS: genotipo homocigoto para ausencia de corte. SX: genotipo he-

terocigoto.

Fig. 1. Imagen fotografica del gel de agarosa al 2% del polimorfismo s447x del gen de la lipoproteina

lipasa.
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las caracteristicas fenotipicas expresadas en
promedios mas o menos desviaciones estan-
dar, se empleé el andlisis de la varianza
(ANOVA). Se calcul6 el estadistico Odds ra-
tio (OR) para determinar la asociacion de
los genotipos del polimorfismo con el perfil
lipidico. Todos los analisis fueron realizados
utilizando el paquete estadistico SAS (Sta-
tistical Analysis System), version 9,0 del
SAS Institute, NG, USA. El valor de p<0,05
fue usado para determinar diferencias esta-
disticas significativas.

RESULTADOS

Los resultados de las caracteristicas
antropométricas y pruebas bioquimicas se
muestran en la Tabla I.

La distribucién genotipica del polimor-
fismo S447X del gen de la LPL en los indivi-
duos estudiados fue 90,6% para el genotipo
homocigoto S447S y 9,4% para el genotipo
heterocigoto S447X; ningtn individuo pre-
sent6 el genotipo X447X. Las frecuencias
de los alelos S447 y 447X fueron 095 y
0,05 respectivamente. La poblacion se en-
contr6 en equilibrio genético de Hardy
Weinberg (x2: 0,18; p<0,01).

Al comparar los genotipos del polimor-
fismo S447X del gen de la LPL con las ca-
racteristicas antropométricas y bioquimicas
de la poblacién estudiada, no se encontra-
ron diferencias significativas en los parame-
tros estudiados (Tabla II).

Al relacionar los genotipos del poli-
mortismo S447X del gen de la LPL con los
valores sanguineos de glucosa y el perfil li-
pidico, no se obtuvieron valores de OR sig-
nificativos estadisticamente.

DISCUSION

Existen evidencias que demuestran la
influencia de factores metabdlicos y genéti-
cos en los niveles y la funcién de la LPL. Las
anormalidades en la funciéon de esta lipo-

TABLA 1
DISTRIBUCION DE LAS CARACTERISTICAS
ANTROPOMETRICAS Y PRUEBAS

BIOQUIMICAS
Caracteristicas Poblacion total
fenotipicas estudiada

Sexo M/F 34/41
Edad (afios) 36,9 £ 11,11
Peso (kg) 85,30 + 22,07
Talla (m) 1,64 = 0,10
IMC (kg/m?2) 31,46 = 7,03
Glicemia basal (mg/dL) 76,13 = 9,86
Insulina (uU/mL) 13,81 = 10,45
Homa-IR 2,69 = 253
Triglicéridos 114,89 + 67,30

Colesterol (mg/dL)
C-HDL (mg/dL) M
C-HDL (mg/dL) F
C-LDL (mg,/dL)

151,29 + 32,55
33,42 + 1,49
43,57 + 1,39
89,93 + 23,69

Los valores se expresan en medias * error estdandar,
M/F= masculino/femenino

proteina se asocia con condiciones clinicas
que incluyen: resistencia a la insulina, obe-
sidad, hiperlipidemia y enfermedad arterial
coronaria (5).

La poblaciéon estudiada mostré valores
elevados de IMC, indicativos de sobrepeso y
obesidad tipo 1, y valores bajos de C-HDL
tanto en hombres como en mujeres, sin que
se encontrasen diferencias significativas en-
tre los grupos genotipicos estudiados.

Multiples estudios asocian variantes
del gen de la LPL con concentraciones lipi-
dicas plasmaticas y condiciones clinicas en
diferentes poblaciones (1, 5,7-17, 24). La
variante Ser447Ter (S447X) localizada en
el ex6n 9 da como resultado una LPL madu-
ra truncada en dos de sus aminoacidos del
extremo C-terminal, regiéon donde ocurre la
unién proteina-receptor, descrito como im-
portante factor protector de enfermedad
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TABLA II

RELACION DEL POLIMORFISMO S447X DEL GEN DE LA LIPOPROTEINA LIPASA CON LAS
CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS Y BIOQUIMICAS EN LA POBLACION ESTUDIADA

Caracteristicas fenotipicas

Edad (anos)

Poblacién estudiada con

genotipo SS
36,82 = 1.35

Peso (kg) 85,83 + 2.68
Talla (m) 1,64 = 0,01

IMC (kg/m?2) 31,49 = 0,85
Glicemia basal (mg/dL) 76,1 = 1,20

Insulina (uU/mL) 13,74 = 1,27
Homa-IR 2,70 = 0,30

Triglicéridos (mg/dL) 114,04 = 8,21
Colesterol (mg/dL) 150,36 = 3,95
C-HDL (mg/dL) 38,79 + 1,23
C-LDL (mg/dL) 89,52 + 2 88

93,85 + 9,00

Poblacion estudiada con Valor P

genotipo SX
37,71 = 4.22 ns
80,20 * 8,37 ns
1,58 = 0,03 ns
31,18 = 2,67 ns
76,42 + 3,75 ns
14,42 = 3,97 ns
2,64 £ 0,96 ns

123,14 = 25,59 ns

160,28 + 12,33 ns
39,28 = 1,23 ns

ns

ns: no significativo. Los valores se expresan en medias * error estdandar.

cardiaca coronaria, relacionado directa-
mente con el incremento de su actividad
enzimatica (17).

Este estudio analiz6 la variante S447X
del gen de la LPL y su relacion con lipidos
plasmaticos. Los resultados no demostraron
asociacion de la variante S447X con las
concentraciones lipidicas plasmaticas que
formaron parte del perfil lipidico analizado.
Estos resultados coinciden con lo reportado
en poblaciones Caucasicas y de Suramérica
en los que se indica ausencia de correlacion
entre la presencia del polimorfismo S447X
y las concentraciones lipidicas plasmaticas,
tal como lo encontrado en la poblacion Zu-
liana (9, 17). Los hallazgos obtenidos son
contrarios a diversos estudios que relacio-
nan la variable S447X con disminucién de
los lipidos plasmaticos, principalmente tri-
glicéridos, confiriéndole a la presencia del
polimorfismo, efecto protector en la apari-
cion de enfermedades cardiovasculares (7,
12, 17, 24). Existe a nivel mundial, contro-
versia entre estudios que soportan esta teo-
ria y otros que se contraponen (5, 7-17,

24). Almeida y col. (9) reportaron esta aso-
ciacion solo en el grupo de hombres anali-
zados con enfermedad cardiaca prematura,
mencionando que la reduccion de los trigli-
céridos en hombres con el polimorfismo
S447X esta relacionada con la accion y el
nivel de testosterona. El efecto protector en
contra de las enfermedades cardiacas y los
valores lipidicos no se observé en la pobla-
cion total analizada ni en el grupo especifi-
co de mujeres estudiadas, tanto en el grupo
control como en el grupo con enfermedad
cardiaca. Algunos hallazgos reportan que
posiblemente el efecto protector anti-atero-
génico del polimorfismo S447X pueda ser
independiente de los niveles lipidicos plas-
maticos (9).

Las diferencias y controversias en los
estudios publicados puede deberse a facto-
res relacionados con la compleja variabili-
dad genética de las poblaciones estudiadas,
el nimero de pacientes analizados y los cri-
terios de inclusion utilizados para la selec-
cion de la muestra (9, 17, 24).
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Es relevante comparar las frecuencias
obtenidas del polimorfismo S447X con las
reportadas por otras poblaciones. Este ana-
lisis preliminar constituye el primer reporte
de frecuencia de la variante S447X en la po-
blacién venezolana. Las frecuencias obteni-
das son similares a las reportadas en Cauca-
sicos y Asiaticos por Sagoo y col. con 5,6 a
21,1% (1). Se ajustan también a otros re-
portes en Caucasicos, en los que la frecuen-
cia de la variante se encuentra entre 9 y
10% (25-27). Las frecuencias son similares
a las reportadas en Latinoamérica (7, 9, 28)
y lo reportado en poblaciones Caucasicas de
Europa, Australia y Norte América (24,
29-31) donde la frecuencia de homocigotos
4478S es la predominante en la poblacion
analizada. Estas concordancias entre las
frecuencias de nuestra poblacion y las re-
portadas en Latinoamérica obedecen a la
contribucién de ancestros americanos, eu-
ropeos y africanos, tal como se reporta en
diversos estudios (32).

Una limitacién de este analisis es el
namero de individuos estudiados y la ausen-
cia de homocigosidad para el genotipo
447X, lo que limita la interpretacién de los
resultados y no permite estudiar el efecto
protector del alelo homocigoto; por lo tan-
to, se sugicre ampliar el nimero de indivi-
duos analizados y confirmar los hallazgos
obtenidos en este estudio preliminar, para
determinar si con un mayor grupo de indivi-
duos y el andlisis de otros polimorfismos
asociados a este gen, es posible encontrar
el efecto protector del gen de la LPL repor-
tado por otras poblaciones (28, 33, 34).

A pesar de que este estudio no arrojé
relacion significativa entre los genotipos
del polimortismo S447X del gen de la LPL y
los valores lipidicos sanguineos, los resulta-
dos obtenidos de este primer estudio reali-
zado en Venezuela, suministran informa-
cion sobre la frecuencia de esta variante, lo
que le confiere relevancia y utilidad para los
estudios de genética de poblaciones en La-

tinoamérica. Es importante la realizacién
de estudios posteriores en el gen de la LPL,
u otros genes cercanos a éste, que pudieran
influir en la genética de las dislipidemias, y
su relacién con el desarrollo de las enferme-
dades cardiovasculares.
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