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RESUMEN:

Las enfermedades cardiovasculares y el sindrome metabdlico son patologias que afectan a gran parte de la poblacién
mundial, de etiologia poligénica y multifactorial, resultado de la interaccién entre factores genéticos, ambientales,
sociales y culturales. Los principales genes candidatos a estudiar son aquellos relacionados con la regulacién de la
homeostasis de la glucosa, del metabolismo lipidico y/o de la secrecién y accién de la insulina, como son el gen de
los Receptores de los Proliferadores Perixosomales Activados gamma 2 (PPARy2), la Proteina Enlazante de Acidos
Grasos Intestinal (FABP2) y la Apolipoproteina E (ApoE). Objetivo: Evaluar la relaciéon entre los polimorfismos
Pro12Ala del gen PPARy2, Ala54Thr del gen FABP2Z y del gen de ApoE en habitantes del Sector “Los Eucaliptos”
de la Parroquia San Juan. Poblacién: 308 individuos de dicha comunidad, 98 hombres y 210 mujeres, clasificados
en hipercolesterolémicos, hipertrigliceridémicos, resistentes a la insulina y controles de acuerdo a sus niveles de
colesterol total, triglicéridos e indice HOMA. Métodos: Extraccion de 10 mL de sangre venosa para la determinacién
de quimica sanguineay extraccion de ADN, amplificacién mediante PCR de un fragmento de 102pb del gen de PPARY2,
uno de 180pb del gen de FABP2 y otro de 244pb del gen de ApoE, y posterior RFLP. Resultados: Se encontré una
frecuencia alélica de 0,91 para el alelo Pro y 0,09 para el Ala del gen de PPARyZ2; 0,70 para el alelo Ala del gen FABPZ2
y 0,30 para el Thr, mientras que para los alelos del gen de ApoE la frecuencia fue de €2=0,05, €3=0,80 y €4=0,15.
Conclusiones: Se encontré relacion entre el alelo €4 de ApoE'y 1a hipercolesterolemia, ademas del alelo €2 como factor
protector ante el desarrollo de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina, no encontrandose
asociacion alguna entre los polimorfismos de los restantes genes y las patologias mencionadas.
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PRO12ALA POLYMORPHISM OF THE PPARy2 GENE, ALA54THR POLYMORPHISM
OF THE FABP2 GENE AND POLYMORPHISMS OF THE APOLIPOPROTEIN E GENE IN
THE POPULATION OF “EUCALIPTOS” OF THE PARROQUIA SAN JUAN, MUNICIPIO

LIBERTADOR

SUMMARY

Cardiovascular disease and metabolic syndrome are diseases that affect worldwide, with multiple genetic and environmental
components contributing to susceptibility. The main candidate genes to study are those related to the regulation of glucose
homeostasis, lipid metabolism, insulin secretion and action and obesity, these include the genes for Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma 2 (PPARYy2), fatty acid-binding protein 2 (FABP2) and Apolipoprotein E (Apo E). The aim of this
study was to investigate the relationship between polymorphisms of Prol2Ala PPARy2 gene, Ala54Thr FABP2 gene and the
ApoE gene in residents from the “The Eucaliptus” of the “Parroquia San Juan”. Population: 308 subjects, 98 men and 210
women, classified as hypercholesterolemic, hypertriglyceridemic, insulin resistant and controls according to their levels of
total cholesterol, triglycerides and HOMA index. Methods: Extraction of 10 mL whole blood for determination of chemistry
and DNA extraction, PCR amplification of a 102 bp fragment PPARy2 gene, a 180 bp FABP2 gene and a 244 bp of ApoE gene,
and subsequent RFLP. Results: an allele frequency for allele Pro 0.91 and 0.09 for gene PPARy2 Ala and 0.70 for the allele of
the gene FABP2 Ala and 0.30 for Thr, while for the different alleles of ApoE gene frequency was €2=0.05, €3=0.80 and £4=0.15.
Conclusions: We found a relationship between the ApoE &4 allele and hypercholesterolemia, in the other hand, Apo E €2
allele was found as a protective factor against the development of hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia and insulin
resistance, we did not found association between polymorphisms of the other genes and the pathologies mentioned above.
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Introduccion

La prevalencia de las enfermedades metabolicas
ha ido aumentando peligrosamente a lo largo de
los anos y con ella, la necesidad de desarrollar
tratamientos efectivos y medidas de prevencion.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
considera la obesidad como una enfermedad
cronica que puede prevenirse y cuya importancia
radica en que es un factor de riesgo para desarrollar
enfermedades crénicas no transmisibles como
hipertension arterial (HTA), diabetes tipo 2
(DT2), ateroesclerosis, coronariopatia, sindrome
metabolico (SM), las cuales son importantes
causas de morbimortalidad, disminuciéon de la
capacidad laboral, ausentismo laboral e invalidez;
ello se traduce en costos elevados en salud publica,
tanto para los individuos como para el estado y
por lo tanto, disminucién de la calidad de vida de
estos y de la sociedad en conjunto (1).

El SM es una entidad clinica de etiologia
multifactorial, en la que intervienen diversos
factores ambientales, genéticos y sociales. Este
sindrome suele considerarse consecuencia directa
de la obesidad y de la resistencia a la insulina (RI),
puede ser prevenido al actuar oportunamente los
factores de riesgo que predisponen al individuo a
desarrollar la enfermedad.

La prevalencia y magnitud de los trastornos
metabolicos  asociados al  sobrepeso  se
correlacionan  directamente con el mayor
desarrollo del tejido graso. En poblacidn infantil,
se ha determinado que alrededor del 30% de la
grasa corporal es un punto de corte critico para
el riesgo de presentar hipercolesterolemia, valores
elevados de presion arterial e hiperinsulinismo, es
decir, un indicador mds de la existencia de SM.
Tal riesgo es explicado fisiopatolégicamente a
partir de la mayor disponibilidad de acidos grasos
libres que generan un desbalance metabdlico con
aumento del estrés oxidativo y disrupcion de los
mecanismos de regulacion hormonal (2).

La concentracion de lipidos plasmaticos depende
no sélo de la ingesta alimentaria, sino también de
la sintesis y metabolismo de las lipoproteinas, que
a su vez estan condicionadas por la actividad de
diversos productos de la expresion génica. Dada la
importanciaylagrandiversidad delaslipoproteinas
que participan en el transporte y metabolismo
de lipidos, las variaciones genéticas de los genes
codificantes y/o reguladores de las lipoproteinas
constituyen condicionantes genéticos que pueden
ser asociados con la apariciéon de dislipidemias
bien definidas (3) y en consecuencia, al desarrollo
de enfermedades como la obesidad, RI y SM.

Los productos de la expresion de los genes
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PPARYy2, FABP2 y ApoE, afectan el equilibrio de
los carbohidratos y/o de los lipidos y presentan
polimorfismos asociados a las manifestaciones
fenotipicas diferentes desde el punto de vista
bioquimico y clinico.

Los PPARs, (Peroxisome proliferator-activated
receptors) son factores de transcripcidn activados
por ligandos que pertenecen a la superfamilia
de receptores nucleares. Se han identificado tres
subtipos de PPARs (PPARs«a, PPARsfS y PPARsy).
Estos modifican la expresion de numerosos genes,
entre los que se encuentran los reguladores del
metabolismo de los lipidos, la homeostasis de
glucosa, el control del ciclo celular, la inflamacién
y la respuesta inmune (4, 5).

Estudios epidemioldgicos han sugerido la
existencia de una asociacion entre el polimorfismo
Prol2Ala en el ex6n B2 del receptor PPARy2, C/G
en el codén 12, con obesidad y otras alteraciones
metabolicas relacionadas con el SM (6, 7), pero los
resultados no han sido siempre concordantes en las
diversas poblaciones estudiadas ni concluyentes
con las hipdtesis planteadas.

Por otra parte, la FABP2 (Proteina Enlazante de
Acidos Grasos Intestinal) esta intimamente ligada
al metabolismo de los triglicéridos provenientes
de la dieta, interviene en la absorcidén intestinal
de las grasas, facilitando el ingreso de los acidos
grasos de cadena larga desde la luz intestinal
al enterocito, para luego ser esterificados y
formar triacilgliceroles que seran transportados
en los quilomicrones (8, 9). Asimismo, tiene
una participaciéon directa en la modulacion
de la expresion de ciertos genes, entre ellos la
superfamilia de los PPARs, ya que los acidos grasos
absorbidos actuan como sefnales de transducciéon
en el nacleo de diversas células (9, 10, 11).

El gen de la FABP2 presenta varios polimorfismos,
siendo el mas estudiado el Ala54Thr, G/A en el
codon 54 del exoén 2, originando el cambio de un
residuo de alanina por uno de treonina. Estudios
han demostrado que esta variacién aumenta al
doble la afinidad de la FABP2 por los acidos
grasos de cadena larga y hace que se secreten
ésteres de colesterol vy triacilgliceroles a la
circulacién de manera mas eficiente que la forma
nativa (12); por lo que se ha asociado a niveles
elevados de triglicéridos plasmaticos (12, 13, 14,
15), especialmente en individuos homocigotos
para el alelo 54Thr, lo que se puede asociar con
el desarrollo de hipertrigliceridemia y RI (12),
aumentando el riesgo del individuo a desarrollar
trastornos metabdlicos como obesidad, DT2 y
SM, trayendo consecuencias negativas para el
individuo.

Finalmente, la Apolipoproteina E (ApoE), proteina
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de 299 residuos de aminoacidos, es uno de los
componentes principales de los quilomicrones,
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Su
funcién principal es el aclaramiento hepatico
de quilomicrones y VLDL, mediante su papel de
ligando de los receptores hepaticos y la regulacion
de la producciéon de VLDL, asi como la lipélisis
de las mismas por la lipoprotein lipasa (LPL). En
condiciones normales, los quilomicrones y las
VLDL sonremovidos rapidamente dela circulaciéon
por endocitosis mediada por receptores hepaticos
(16).

El gen codificante de la Apo E es polimérfico con
tres alelos codominantes: E2, E3 y E4 (€2, €3y €4),
los cuales difieren enlosaminodacidos 112y 158 (16,
17). La combinacién de los tres alelos da origen a
seis genotipos posibles: E2/E2, E3/E2, E3/E3, E3/
E4, E4/E4, E4/E2 (16, 18). Estudios realizados en
poblaciones caucasicas demostraron que la ApoE3
es la isoforma de la proteina mas comun, con una
frecuencia de 77-81%; ApoE2, posee la frecuencia
mas baja (8%-11%) mientras que ApoE4 se presenta
en 12-15% (17). Asimismo, los polimorfismos de
ApoE se asocian con variaciones en los niveles
plasmaéticos de colesterol, los individuos con el
alelo €2 presentan niveles un 10% menores que el
valor promedio, mientras que los que expresan el
alelo €4 exhiben valores de colesterol un 10% por
encima del promedio de individuos homocigotos
para €3 (18).

Es por ello que conocer si existe una asociacién de
los polimorfismos de los genes de PPARYy2, FABP2
y ApoE con trastornos en los niveles de insulina y
glucosa, dislipidemias, obesidad y SM, permitira
considerarlos como marcadores de riesgo de
desarrollar enfermedades metabdlicas, ademads
de desarrollar planes para realizar un diagnoéstico
temprano, disminucion del riesgo de aparicion
de las enfermedades y estrategias para mejorar
el estilo de vida de los individuos que tienen
predisposicidon genética.

Aunque los marcadores genéticos no se han
introducido como herramienta diagndstica
de rutina en el laboratorio clinico, en algunos
paises se estan utilizando para la estimacion
de gradientes fenotipicos de riesgo individual
y a nivel de poblaciones, con la esperanza de
intervenir oportunamente en el estilo de vida de
las poblaciones de riesgo y alcanzar estrategias
terapéuticas adecuadas para cada genotipo (3).
Este estudio tuvo como objetivo evaluar la relacion

entre los polimorfismos Pro12Ala del gen PPARY2,
Ala54Thr del gen FABP2 y del gen de ApoE con
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factores de riesgos cardiometabdlicos: insulina
(RI), hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
en habitantes del Sector Los Eucaliptos de La
Parroquia San Juan.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 308 individuos, 98 hombres y 210
mujeres, con edades comprendidas desde los
15 hasta los 87 anos del sector “Los Eucaliptos”
de la Parroquia San Juan, Municipio Libertador,
bajo normas de bioética y con un consentimiento
informado escrito y firmado por todos los
participantes, el cual fue leido y explicado a cada
uno de los individuos, y se aclararon las posibles
dudas que surgieron al momento de su lectura.
Las muestras fueron tomadas en el periodo
comprendido entre Mayo de 2009 y Agosto de
2010, excluyéndose niflos muy pequenos debido
a la dificultad que representa para ellos realizar
un ayuno de 12 horas para la determinacién de
glicemia, triglicéridos, colesterol y sus fracciones.

Los individuos fueron clasificados en: grupo
de individuos hipercolesterolémicos (niveles
plasmaticos de colesterol > 200 mg/dL), grupo
de individuos hipertrigliceridémicos (valores de
triglicéridos plasmaticos > 150 mg/dL), grupo
de individuos resistentes a la insulina (HOMA >
2,6) y grupo de individuos aparentemente sanos o
controles (que no presenten hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, hiperglicemia en ayunas ni
RI), de acuerdo a los valores obtenidos para los
niveles de colesterol total, triglicéridos y HOMA.

A cada uno se les tom6 10 mL de sangre venosa
en ayunas (10-12 horas aproximadamente),
colectada en un tubo sin anticoagulante y un
tubo con anticoagulante (EDTA), con el fin de
realizar determinaciones bioquimicas y estudios
moleculares.

A partir del suero obtenido por centrifugacion
a 3.000 rpm durante 15 min se determinaron
los niveles de glicemia, triglicéridos y colesterol
total en un equipo analizador automatico de
quimica sanguinea (Modular Analytics de Roche
Diagnostics) bajo el principio potenciométrico
(ISE); ademas se realizo electroforesis de colesterol
para la separacidon de las lipoproteinas en suero
empleando un gel de agarosa (Kit SAS-I Nivel
de Colesterol-12), en el equipo automatizado de
Helena Laboratories SAS-1y posterior integracion
de los datos obtenidos con el programa QuickScan
2000 Win. Finalmente se realiz6 la determinacion
de insulina en suero empleando la técnica de
ELISA con el kit Insulin ELISA tipo sandwich de
la casa DRG Diagnostics.

La resistencia a la insulina se determind a través
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del modelo de registro homeostatico (HOMA)
propuesto por Matthews y col. (19), utilizando la
siguiente férmula para realizar su calculo:

(Insulina (mU/L) * Glicemia (mmol/L))
22,5

HOMA (RI)=

El diagnéstico resistencia a la insulina fue asignado
a sujetos con un HOMA mayor a 2,6

Para la identificacion de los genotipos de PPARY2,
FABP2 y ApoE se realizo extraccion y purificacion
del ADN por el método de Bunce modificado (20)
y se resuspendio en buffer TE. Se cuantific6 la
cantidad de ADN extraido, y se realizo reaccion
de PCR empleando el Termociclador modelo Lab
Cycler de Senso Quest. El producto amplificado
se evalué mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2%.

Posteriormente se cuantifico la cantidad y calidad
del ADN extraido y se procedié a la amplificacién
de los genes estudiado mediante reaccién de
cadena polimerasa (PCR). La tabla 1 muestra
los primers empleados, el tamano del fragmento
amplificado y la temperatura de alineamiento.
Las condiciones generales de la PCR empleada
fueron las siguientes: Buffer green 1X (Promega),
1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 0,2 mM de cada
primer, 0,25 U de la enzima Taq-Polimerasa
(Promega) y agua tridestilada hasta completar
un volumen final de 20mL. Se utilizaron 5 ml de
ADN gendémico (aproximadamente 100ng), para
un volumen total de reaccién de 25ml. La PCR
fue realizada empleando el Termociclador modelo
Lab Cycler de Senso Quest; la mezcla de reaccion
se someti6 a una desnaturalizaciéon inicial a
94° C durante 5 minutos seguida de 35 ciclos

Polimorfismo PROI2ALA del gen PPARy2, ALA54THR del gen FABP2
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compuestos por desnaturalizacién de 1 minuto
a 94° C, alineamiento por 1 minuto a diferentes
temperaturas (Tabla 1), extensiéon de 1 minuto
a 72° C, seguidos de una extensiéon final de 10
minutos a 72° C.

Lacalidad del producto de amplificacion se verifico
realizando una electroforesis, en la cual se agrega
8 ul del producto de PCR en el gel de agarosa al 2%
coloreado con SYBR® SAFE, se incluyé un ADN
ladder de 25pb como marcador de peso molecular
y un control negativo (mezcla de PCR + agua
destilada en lugar del ADN gendémico).

Para la identificacion de los diferentes
polimorfismos se utilizé la técnica de RFLP con
la enzima de restriccion Hhal, posteriormente se
realiza electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 10% y finalmente tincién con nitrato de plata.

Para el analisis estadistico se recogieron los datos
obtenidos en hojas de cdlculo de Microsoft Excel
2010. Se determinaron las frecuencias alélicas
y genotipicas por contaje directo. Se utilizé una
prueba de chi-cuadrado con el programa MAXLIK,
para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W). Se utilizaron tablas de contingencia
simple, evaluando la asociacidn entre las variables
del estudio y los diferentes alelos de PPARYy2,
FABP2 y ApoE mediante pruebas de ANOVA,
regresiones, Chi’ y odds ratio, considerandose
como significativo un valor p < 0,05.

Resultados

De los 308 pacientes, 64 se clasificaron como
hipercolesterolémicos o HC (21%), 61 como
hipertrigliceridémicos o HT (20%), 61 con
resistencia a la insulina o RI (20%) y 122 como

Tabla 1. Primers y condiciones generales para la identificacién de los polimorfismos estudiados.

Gen Primers Tamaifo Temperatura de
alineamiento (°C)
PPARy 2 5-TCTGGGAGATTCTCCTATTGGC-3
5-CCCAATAGCCGTATCTGGAAGG-3 102pb 52
FABP 2 5-ACAGGTGGTAATATAGTGAAAAG-3
5-TACCCTGAGTTCAGTTCCGTC-3 180pb 52
ApoE 5-ACAGAATCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’
5-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3 244pb 65
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de los sujetos en estudio por grupo.

Parametro HC HT RI Controles
Glicemia (mg/dL) 96 + 36 *** 97 + 34 %% 104 + 33 *+* 82+8
Insulina (mU/L) 10,3 £5,7 10,4+ 8,4 22,2 + 15,4 %% 7,2 £3,0
Colesterol Total (mg/dL) 223 + 44 % 199 + 56 *** 184 + 55 *** 141 + 22
HDL-C (mg/dL) 42 +18* 31+ 15 36 + 15+ 43+9
LDL-C (mg/dL) 141 + 24 120 £ 33 ¢ 107 £ 29 *** 83+ 19
Triglicéridos (mg/dL) 184 + 101 *** 254 + 184 **+* 174 £ 119 *** 70 £ 25

* p < 0,050 con respecto al grupo Control
** p < 0,005 con respecto al grupo Control

**#* p < 0,001 con respecto al grupo Control

controles (39%).

Todos los grupos presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores
de glicemia, colesterol total, HDL-c, LDL-c
y triglicéridos con respecto al grupo control;
mientras que unicamente los valores de insulina
del grupo de resistentes a la insulina (RI) fueron
estadisticamente significativos con respecto al
grupo control, tal como se observa en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se muestra la frecuencia alélica
del gen PPARYy2, con respecto a este gen no se
encontrd una diferencia significativa entre éstas y
los diferentes grupos estudiados. Asimismo, en la
Tabla 4 se presentan las frecuencias de los alelos
del gen de FABP2, mostrdndose que no existe
relacion entre las mismas con los grupos en estudio
pues no se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control.

Por otro lado, la distribucion alélica del gen de
ApoE se muestra en la Tabla 5, observandose una
distribucién similar en la frecuencia alélica del
polimorfismo €3 entre los grupos estudiados; sin
embargo, la frecuencia del alelo €2 del grupo de los
dislipidémicos y resistentes a la insulina es menor
estadisticamente significativa con respecto al
grupo control (presentandose con una frecuencia
de aparicién 4 veces superior a la de los tres
restantes). Asimismo, la frecuencia de aparicion
del alelo €4 en el grupo de hipercolesterolémicos
presenta una mayor diferencia significativa con
respecto a los controles, observandose la primera
el doble de la segunda. Esto corrobora el hecho que
la presencia del alelo €2 confiere cierta proteccion
al individuo a desarrollar dislipidemias y RI,

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de los alelos
de PPARy2 en los grupos estudiados.

Alelo HC HT RI Control Total
Pro 0,92 0,91 0,90 0,91 0,91
Ala 0,08 0,09 0,10 0,09 0,09

Tabla 4. Frecuencia de aparicion de los alelos
de PPARy2 en los grupos estudiados.

Alelo HC HT RI Control Total
Ala 0,69 0,66 0,68 0,73 0,70
Thr 0,31 0,34 0,32 0,27 0,30

Tabla 5. Frecuencia de aparicion de los alelos
de PPARy2 en los grupos estudiados.

Alelo HC HT RI Control Total
€2 0,02* 0,02* 0,02* 0,09 0,05
€3 0,76 0,82 0,81 0,80 0,80
€4 0,22* 0,16 0,17 0,11 0,15

*p < 0,050 con respecto al grupo Control

mientras que el €4 condiciona al desarrollo de
hipercolesterolemia.

Al evaluar una posible asociacion entre diferentes
genotipos de PPARy2 con las alteraciones
estudiadas,atravésdeloddsratio (OR),seestablecio
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que los individuos con hipercolesterolémia, Al comparar los niveles promedio de los analitos

hipertrigliceridemia y RI con el polimorfismo
Pro/Ala no presentan riesgo a desarrollar dichas
enfermedades, como se puede observar en la Tabla
6.

Al buscar una asociacién entre los diferentes
genotipos de FABP2 vy dislipidemias como
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o RI
(Tabla 7), se obtiene un OR cercano a 1,00 y un
p valor > 0,05 para los tres grupos, indicando que
no existe una probabilidad de desarrollar dichas
patologias por el hecho de poseer al menos un
alelo Thr.

del perfil lipidico de los individuos que presentan
cada uno de los diferentes genotipos de ApoE
(Tabla 8), se observa que los valores de los
portadores dele2 son estadisticamente diferentes a
los de los portadores de €3 y €4, notandose que los
primeros se encuentran claramente disminuidos
en comparaciéon con los otros grupos. Por otro
lado, no se observd diferencia estadisticamente
significativa al comparar los analitos del perfil
lipidico en los portadores del genotipo €4 y los
individuos homocigotos para el alelo €3. Por
ultimo, no se encontré relacion entre los valores de
glucosa e insulina y los diferentes polimorfismos

Tabla 6. Asociacion entre los diferentes genotipos de PPARy2 con la Hipercolesterolemia (HC),
Hipertrigliceridemia (HT) y Resistencia a la Insulina (RI).

Genotipo HC HT RI

OR p OR ) OR p
Pro/Pro 0,84 0,83 1,11
Pro/Ala (0,34 - 2,03) 0,838 (0,36 - 2,16) 0,839 (0,43 - 2,59) 0,841

Tabla 7. Asociacion entre los diferentes genotipos de FABP2 con la Hipercolesterolemia,
Hipertrigliceridemia y Resistencia a la Insulina.

Genotipo HC HT RI

OR p OR p OR p
Ala/Ala
Thr/Ala + 1,10 0,877 1,30 0,436 1,07 0,876
Thr/Thr (0,57 - 2,11) (0,67 - 2,53) (0,55 -2,07)

Tabla 8. Valores de Colesterol Total y sus fracciones, Triglicéridos, Glucosa e Insulina
de acuerdo a los genotipos de ApoE.

€2 €3 €4
Colesterol (mg/dL) 146 + 32 *+* 181 + 60 189 £ 36 %
HDL-c (mg/dL) 48 + 17 ** 39 + 14 38+ 15
LDL-c (mg/dL) 81 + 27 X%+ 106 + 32 112 + 37
TAG (mg/dL) 101 + 87 ** 167 £ 89 150 £ 103
Glucosa (mg/dL) 83+8 94 + 35 89 +13
Insulina (mU/L) 10,3+ 9,6 12,3+ 10,2 11,4+ 9,8

€2 (genotipo €3/ €2)

€3 (genotipo €3/ €3)

€4 (genotipos €4/ €4y €3/¢4)

*p < 0,05 con respecto al genotipo €3
**p < 0,005 con respecto al genotipo €3
*** p < 0,001 con respecto al genotipo €3
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Tabla 9. Asociacion entre los diferentes polimorfismos de ApoE con la Hipercolesterolemia,
Hipertrigliceridemia y RI.

Grupo HC HT RI
OR p OR P OR p

€2 0,2 0,2 0,16

(0,1-0,9) 0,017 (1,1-3,0) 0,020 (0,03 -0,76) 0,008
€3 0,8 1,3 1,11

(04 -1,5) 0,445 (0,6 -2,5) 0,454 (0,56 - 2,21) 0,872
€4 2,0 1,4 1,80

(1,0-4,1) 0,042 (0,6 - 3,0) 0,370 (0,86 - 3,79) 0,105

del gen de ApoE.

Los analisis estadisticos indican que si existe una
asociacion entre el polimorfismo €4 del gen de
ApoE con la hipercolesterolemia al obtenerse un
OR mayor a 1,00 y un p valor < 0,05, lo que indica
que hay una mayor probabilidad de desarrollar la
patologia al presentar dicho alelo en el genotipo,
hecho que no ocurre con la hipertrigliceridemia
o la RI, ya que se obtuvo un OR cercano a 1,00 y
un p valor > 0,05 para ambos. En el caso del alelo
€2, se obtuvo un OR < 1,00 junto con un p valor
< 0,05 para las tres patologias, indicando que la
presencia de dicho alelo podria actuar como un
factor protector contra el desarrollo de dichas
alteraciones (Tabla 9).

Discusion

Las enfermedades cardiovasculares son una de
las principales causas de muerte en el mundo y
se han vuelto cada vez mads frecuentes en nuestro
pais. Segun la OMS, éstas son responsables de
32 millones de eventos coronarios y accidentes
cerebrovasculares, de los cuales entre el 40-70%
son fatales en paises desarrollados (1). Se estima
que este problema es mucho mayor en paises en
vias de desarrollo y se considera que millones

de personas presentan los factores de riesgo de
desarrollar eventos coronarios.

Por otro lado, el sindrome metabolico (SM) se
define como el conjunto de problemas de salud
causados por la combinacion de factores genéticos
y factores asociados al estilo de vida, especialmente
la sobrealimentacién y la ausencia de actividad
fisica. Este sindrome comprende un conjunto de
signos y sintomas como la hipertensidon arterial
(HTA), la hipercolesterolemia, la obesidad
abdominal y la resistencia a la insulina (RI),

factor que se ve favorecido por la presencia
de exceso de grasa corporal (abdominal) vy
la inactividad, estando algunos individuos
predispuestos genéticamente a desarrollar algunas
de estas alteraciones (21, 22, 23). Y como ya se
ha mencionado, estas alteraciones metabdlicas
son factores de riesgo para la apariciéon de eventos
cardiovasculares (1, 3).

En Venezuela, se ha reportado alrededor de un
30% de prevalencia de SM en los adultos (24,
25), mientras que en nifos y adolescentes se ha
encontrado hasta un 17% que retnen criterios de
presentar dicho sindrome (26).

En el presente trabajo se estudiaron 308 individuos
del sector “Los Eucaliptos” de la Parroquia
San Juan, Municipio Libertador, de los cuales
64 (21%) presentaban hipercolesterolemia, 61
(20%) hipertrigliceridemia, 61 (20%) individuos
resistentes a la insulina y 122 (39%) fueron
clasificados como controles al ser individuos
aparentemente sanos (al no presentar ninguna de
las alteraciones anteriormente mencionadas).

Aldeterminarlaquimicasanguinea, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de glicemia, colesterol total y sus
fracciones y triglicéridos entre los grupos en
estudio y el grupo control, mientras que en el caso
de la insulina, esta diferencia significativa sélo se
observé entre el grupo con RI y el control (Tabla
3).

Varias investigaciones sobre estudios de familia
y poblacionales muestran que el SM esta
influenciado por un fuerte componente genético,
con una gran variabilidad entre diferentes
poblaciones. De hecho, se ha demostrado que
el 45% de los familiares de primer grado de
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pacientes con diabetes tipo 2, incluso con niveles
de glucosa normales, presentan RI (27, 28).
Dicha predisposicion genética estd modulada por
factores ambientales relacionados con los habitos
de vida, tales como la dieta rica en calorias y grasas
saturada y baja en fibras, sedentarismo, consumo
excesivo de alcohol y tabaquismo.

Al mismo tiempo, se ha demostrado que el efecto de
lainteraccion entre factores genéticosyambientales
es mayor que el de estos dos componentes
por separado. La busqueda de los efectos de
interacciones entre genes y ambiente en estudios
epidemioldgicos es esencial para comprender
las variaciones individuales y poblacionales de
incidencia del SM, pero su interpretacion requiere
un planteamiento adecuado sobre las bases de un
tamano muestral apropiado y de una metodologia
bien definida (29).

Por lo anteriormente expuesto, es de vital
importancia establecer lineamientos para la
definicion e identificacién temprana de los
factores de riesgo cardiometabdlicos en sus
etapas incipientes, para la intervencion precoz
que permitan la prevencién de su progresion y
la apariciéon de complicaciones (30). Por otro
lado, los factores genéticos son importantes en el
comportamiento de la grasa corporal en respuesta
a alteraciones cronicas en el balance energético y
una variedad de genes que regulan el metabolismo
en los adipocitos pueden predisponer al sujeto al
desarrollo de la obesidad, uno de los componentes
del SM. Entre los genes relacionados con la
obesidad destaca el gen PPARY2. Este es expresado
preferencialmente en los adipocitos diferenciados
y media la expresion de genes especificos de
células adiposas, los cuales codifican proteinas
directamente relacionadas con las vias lipogénicas.
Entre los principales ligandos de este gen se
encuentran los acidos grasos poliinsaturados.

El polimorfismo Pro12Ala del gen PPARY2, ha sido
asociado con la reduccién en el indice de masa
corporal (IMC). Asi, el cambio en el contenido de
acidos grasos poliinsaturados de la dieta podria
aumentar lalipogénesis en sujetos que no presentan
la variante en el gen PPARYy2. Diferentes estudios
realizados con individuos obesos y de peso normal
mostraron resultados diferentes al considerarse
la relaciéon entre la variante del gen PPARy2 y la
obesidad, puesto que algunos demuestran aumento
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significativo en el indice de masa corporal y en
la circunferencia de la cintura en individuos con
la variante Pro/Ala, mientras otros relatan que la
variante estd asociada con menor IMC (29, 32).
Asimismo, polimorfismos en el gen PPARy2 se
han asociado con RI, hipertensiéon y alteracion el
metabolismo de lipidos (29).

En un estudio realizado en Venezuela, la frecuencia
para el alelo Pro fue de 0,88 y para el Ala fue de
0,12. Cuando se clasificaron de acuerdo con la
presencia o ausencia de SM, se observd que en
los sujetos con SM la frecuencia del alelo Pro fue
de 0,930 y para el Ala fue de 0,068; en los sujetos
sin SM fue de 0,839 y 0,160 para el alelo Pro y
Ala, respectivamente. También en dicho estudio
se encontrd una asociacion entre el polimorfismo
y los elementos que definen el SM, observandose
que los individuos con y sin SM con el alelo Ala
presentaron los niveles mas bajos de triglicéridos
y HDL-c mas alto, cuando se los comparé con los
sujetos con el alelo Pro, encontrandose que no
hubo significancia estadistica (33).

En otras investigaciones se reporté que en un
grupo pequeio de pacientes caucasicos hay una
asociacién entre la presencia de la mutacién y la
diabetes tipo 2 (34); posterior a ello se demostro
que dicha mutacién estd asociada con un aumento
del IMC y de peso, con un incremento en la
predisposicion al desarrollo de obesidad; sin
embargo, no hallaron asociacién entre la presencia
del polimorfismo y los niveles elevados de insulina
y glucosa en dichos pacientes (6). Un hecho
similar ocurre en el presente estudio, donde no
existen diferencias significativas en cuanto a los
niveles de lipidos sanguineos, glucosa e insulina
dependientes del genotipo presentado (Tabla 6).
Por otro lado, recientemente se ha descrito una
asociacion entre el alelo Alal2 y una mejora en la
sensibilidad a la insulina con tolerancia normal a
la glucosa (35); ademas, otros estudios observaron
que los adultos con IMC elevado que portan el
genotipo Pro/Pro fueron mds resistentes a la
insulina que los sujetos que portan al menos un
alelo Ala (36), contrastando con lo establecido en
las investigaciones anteriores.

En nuestro estudio, la frecuencia para el alelo Pro
fue de 0,91 y para el Ala fue de 0,09 (Tabla 3), no
encontrdndose una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucién de los diferentes
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grupos en estudio. Esta frecuencia presenta un
patron ligeramente diferente a lo reportado con
anterioridad en Venezuela (37) lo cual puede
deberse a las diferencias poblacionales.

En base al presente estudio, una vez establecido
el porcentaje de aparicion de dicho genotipo en la
poblacién y la evaluacion de una posible relacion
entre el polimorfismo Prol2Ala con la aparicion
de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y RI
mediante el indice odds ratio con su intervalo
de confianza y Chi? se encontrdé que no existe
asociacidn la presencia del polimorfismo Pro12Ala
y las dislipidemias o RI en la muestra estudiada
(Tabla 7).

Otro de los genes candidatos al desarrollo de
la obesidad y SM es el que codifica la FABP2,
proteina expresada unicamente en el epitelio
absortivo cilindrico simple del intestino delgado
(9) e influye directamente en los niveles de
triglicéridos circulantes, al estar involucrada en
el proceso de absorcidon de acidos grasos a nivel
intestinal y secrecion de ésteres de colesterol
y triglicéridos a la circulaciéon (12), ademads de
modular la expresion de otros genes, tales como
los PPARs (9, 11).

El polimorfismo mas estudiado del gen FABP2
es el Ala54Thr, generado debido a la sustitucion,
en la posicién 54, de un residuo de alanina por
uno de treonina, y ha sido asociado a un aumento
de la afinidad de la proteina por los acidos
grasos de cadena larga y una secrecién mas
eficiente de colesterol esterificado y triglicéridos
a la circulacién, ademds de un aumento en los
niveles de triglicéridos tanto en ayunas como
postprandiales, elementos que podrian llevar al
individuo al desarrollo de hipertrigliceridemia y
RI (12, 13, 14, 38).

Estudios con diferentes poblaciones indican
que existen variaciones en la frecuencia de
aparicion de los alelos Ala y Thr, siendo de
aproximadamente 0,73 y 0,27 respectivamente
en egipcios, indios, europeos, argentinos y
americanos afrodescendientes, al igual que el
grupo control de este estudio (Tabla 4). Por otro
lado, investigaciones realizadas en poblacion
asiatica (Japon, China y Corea) arrojan resultados
similares a los obtenidos para el total de los
pacientes y los que presentan dislipidemias y RI
del presente estudio, siendo de alrededor de 0,68
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para el alelo Ala y 0,32 para el Thr (13, 15, 39,
40, 41). Es llamativo que los individuos con mayor
frecuencia de apariciéon del alelo Thr sean los
hipertrigliceridémicos y resistentes a la insulina
(0,34 y 0,32 respectivamente) (Tabla 4), es decir,
aquellos que se ven mds afectados por un aumento
en la afinidad de la proteina por los acidos grasos
de cadena larga y una mayor eficiencia en la
secrecion de triglicéridos y ésteres de colesterol
a la circulacién, aunque no hay una verdadera
significancia en cuanto a la aparicién de estos
alelos en estos grupos, ni en la diferencia entre los
niveles de lipidos sanguineos, glucosa e insulina
de acuerdo a los diferentes alelos.

Ante esta situacion, se evaluo la posible relacion
entre el polimorfismo Ala54Thr y el desarrollo de
RI o dislipidemias como la hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia a través de andlisis de Chi?
y el indice odds ratio junto con su intervalo de
confianza, mas no se encontr6 relacién alguna
entre el polimorfismo y dichas patologias, ya que
se obtiene un p valor > 0,05 y un OR muy cercano
a 1,00 que se encuentra dentro del intervalo de
confianza (Tabla 7). Estos resultados concuerdan
con otras investigaciones realizadas, donde no se
describe asociacién alguna entre el polimorfismo
Ala54Thr y el desarrollo de dislipidemias o RI
(40, 42, 43), pero no son del todo concluyentes,
ya que existen estudios a nivel mundial donde
si se encontrd una clara asociacion entre las dos
variables y se afirma la hipdtesis de que la presencia
del alelo Thr condiciona al individuo a desarrollar
obesidad y enfermedades cardiovasculares (13, 40,
43).

Es por estas discrepancias entre los diferentes
estudiosrealizadossobreel polimorfismo Ala54Thr
del gen de FABP2 y las diferentes alteraciones
metabdlicas (39, 40) que se hace necesario
continuar las investigaciones, ya sea aumentando
el tamafio de la muestra o estudiando diferentes
poblaciones para dilucidar esta interrogante.

Siguiendo la misma linea de investigacion
de los factores de riesgo de enfermedades
cardiometabdlicas, el gen de ApoE, al igual que
los dos anteriores, ha sido seleccionado como uno
de los genes que predisponen al establecimiento
del SM ya que el polimorfismo que este presenta
es un factor genético determinante de los niveles
de colesterol total y colesterol en las lipoproteinas
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de baja densidad (LDL-c) en plasma vy, por lo
tanto, un factor determinante de las enfermedades
cardiovasculares (3, 17, 45, 46), siendo el alelo ¢4
el que se asocia con niveles elevados de colesterol
y LDL-c (44, 47). En este mismo orden de ideas,
es posible observar con nuestros resultados que
los sujetos que poseen el alelo €4 en su genotipo
presentan niveles mas elevados de colesterol total,
mientras que los portadores del alelo €2 presentan
niveles sanguineos mds bajos de este y los restantes
analitos al compararlos con los valores del alelo
silvestre (Tabla 8), estableciéndose gracias a los
andlisis estadisticos que existe una significancia
en dichas diferencias.

A nivel mundial se ha aceptado que la presencia del
alelo €4 esta asociado a niveles de colesterol mas
elevados (44, 48), tal como reflejan los resultados
de este estudio. Por otro lado, investigaciones
como la realizada en Colombia (47) indican lo
contrario, donde describen que este alelo esta
asociado a niveles disminuidos de colesterol total
y LDL-c junto con valores elevados de HDL-c.

Asimismo en este estudio, después de evaluar a la
poblacién a través del indice odds ratio junto a su
intervalo de confianza y pruebas de Chi?, se obtuvo
que en el grupo de sujetos con hipercolesterolemia
hubo diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia del genotipo €4 con respecto
al grupo control (Tabla 9), enfatizando la
posibilidad de que en este primer grupo se pudiera
presentar una susceptibilidad clinica a presentar
niveles elevados de colesterol y mayor riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, tal
como se describe en otros estudios (3, 5); mas
esta diferencia no se observa en el grupo de
hipertrigliceridémicos ni RI. Sin embargo, para
establecer si existe una verdadera relacion clinica
entre la presencia del genotipo y el desarrollo de
la enfermedad es necesario realizar un estudio
aumentando el tamafio de la muestra.

Porotrolado, existeunadiferenciaestadisticamente
significativa en la presencia del genotipo €2 entre
el grupo control y los tres grupos restantes,
indicando que existe una tendencia a presentar
valores de colesterol y triglicéridos disminuidos
asociados a la presencia de este alelo, lo que
concuerda con investigaciones previas a este
estudio, que hablan del efecto protector que tiene
este alelo ante el desarrollo de placas de ateroma
y enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (3,
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49, 50); en el caso de los resistentes a la insulina
se obtienen resultados similares, confiriéndole
al individuo cierta proteccién ante el desarrollo
de dicha alteracion. Este ultimo resultado aporta
una caracteristica al genotipo que ha sido poco
estudiada, por lo que es punto de partida para
profundizar la investigacidn.

En un estudio realizado con individuos
caucasicos, se obtuvo una frecuencia alélica de los
diferentes genotipos de ApoE como se menciona a
continuacion: alelo €2 0,08, alelo €3 0,77 y alelo €4
0,15 (3), resultados que se asemejan a los obtenidos
en el presente estudio: alelo €2 0,05, alelo €3 0,80
y alelo €4 0,15 (Tabla 5), distribucion que puede
venir dada por la mezcla de razas que existe en
nuestro pais, donde existe un alto numero de
mestizos con ascendencia europea.

Finalmente, es importante destacar que en el
presente estudio se ha descrito que el SM, que afecta
hoy en dia a un alto porcentaje de la poblacidn,
es de etiologia poligénica y multifactorial (3,
21); por lo que es posible relacionarlo con los
polimorfismos estudiados en este trabajo. En este
sentido, nuestros resultados y analisis permitieron
identificar un posible factor de riesgo relativo entre
el desarrollo de SM y el alelo €4, una variante del
gen de ApoE que estd estrechamente relacionada
con la aparicién de hipercolesterolemia y
enfermedades cardiovasculares, factores de riesgo
para desarrollar SM, mientras que el alelo &2
representa un factor protector contra la aparicién
del mismo. Cabe destacar que s6lo se encontrd
asociacién entre los polimorfismos de este gen y
los factores de riesgo a desarrollar SM estudiados,
no asi con los dos restantes.

Conclusion

De la poblaciéon estudiada, se encontré que
aunque la mayoria (61%) presentaba alteraciones
en el metabolismo de los lipidos y/o de los
carbohidratos, no existe asociacién entre los
polimorfismos Prol2Ala del gen PPARy2 o
Ala54Thr del gen FABP2 con dislipidemias como
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia o
RI, indicando que el hecho de presentar dichos
genotiposno condicionanalindividuo a desarrollar
las patologias anteriormente mencionados. Sin
embargo, se encontrd una relacion entre los valores
de colesterol total y los diferentes genotipos
de ApoE, siendo los portadores del alelo €4 los
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que se han asociado a valores de colesterol mas
elevados, existiendo una susceptibilidad clinica
entre la presencia de este alelo y el desarrollo
de la enfermedad; mientras que el alelo €2 se
distribuye de forma estadisticamente significativa
en el grupo control con respecto al grupo de
hipercolesterolémicos, hipertrigliceridémicos
y con RI, indicando que la presencia del mismo
podria conferirle al individuo un efecto protector
ante el desarrollo de estas condiciones.
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