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RESUMEN:

Introduccion: La obesidad es una patologia compleja en donde el ambiente y la genética del individuo participan
en la regulacion del peso y la grasa corporal. Estudios relacionados con el gen CD36, polimorfismo rs1761667 y el
gen APOE, variantes 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) han sido asociados con variaciones en la concentracion
de las lipoproteinas séricas, sin embargo, estos han sido muy contradictorios. Objetivo: Evaluar la asociacion del
polimorfismo -31118 G/A (rs1761667) del gen CD36 y las variantes 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen
APOE con el riesgo a desarrollar obesidad. Metodologia: La muestra en estudio comprende un grupo de individuos
obesos (n=110) y un grupo control de individuos normopeso (n=114). La extraccién del ADN gendmico se realiz6
por el método de Bunce modificado, para la identificacién de los polimorfismos se realizé la metodologia de PCR-
RFLP. Resultados y conclusiones: Los individuos con obesidad presentaron concentraciones significativamente
incrementadas de colesterol total, LDL-c, VLDL-c, triglicéridos basales y postprandiales a las 2 y 4 horas, insulina
basal, y HOMA con respecto alas concentraciones del grupo control. No se observé asociacion entre los polimorfismos
-31118 G/A (rs1761667) del gen CD36,388 T/C (rs429358)y 526 C/T (rs7412) del gen APOE y el riesgo a desarrollar
obesidad, intolerancia a las grasas ni resistencia a la insulina.
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POLYMORPHISM -31118 G/A (rs1761667) OF THE CD36 RECEPTOR GENE
AND THE VARIANTS 388 T/C (rs429358) AND 526 C/T (rs7412) OF THE APO-E GENE
IN OBESE INDIVIDUALS

ABSTRACT

Introduction: Obesity is a complex pathology where the environment and the individual’s genetics play roles in
regulating body weight and fat. Studies related to the CD36 gene, polymorphism rs1761667, and the APOE gene,
variants 388 T/C (rs429358) and 526 C/T (rs7412), have been associated with variations in serum lipoprotein
concentrations; however, these results have been highly contradictory. Objective: To evaluate the association of
the -31118 G/A (rs1761667) polymorphism of the CD36 gene and the 388 T/C (rs429358) and 526 C/T (rs7412)
variants of the APOE gene with the risk of developing obesity. Methodology: The study sample comprises a group of
obese individuals (n=110) and a control group of normal-weight individuals (n=114). Genomic DNA extraction was
performed using the modified Bunce method. The identification of the polymorphisms was carried out using the PCR-
RFLP methodology. Results and Conclusions: Obese individuals showed significantly increased concentrations of
total cholesterol, LDL-c, VLDL-c, fasting and postprandial triglycerides at 2 and 4 hours, fasting insulin and HOMA
compared to the control group’s concentrations. No association was observed between the -31118 G/A (rs1761667)
polymorphisms of the CD36 gene, 388 T/C (rs429358) and 526 C/T (rs7412) of the APOE gene and the risk of
developing obesity, fat intolerance, or insulin resistance.

Keywords: Obesity, Lipids, Polymorphism, PCR-RFLP, APOE, CD36, rs1761667, rs429358, rs7412.

Introduccién desmesurado de la grasa corporal y un mayor riesgo
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define parala salud. Asimismo, es considerada una pandemia,
la obesidad como una enfermedad crénica de alta las cifras sefialan que desde 1975 hasta el 2016 se ha
prevalencia, que se caracteriza por un aumento triplicado el nimero de individuos que la padecen
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a nivel mundial (1), este incremento ha sido ligado
con la llegada de la urbanizacién, lo que demuestra
el papel decisivo que poseen los factores ambientales
a la hora de estudiar esta patologfa.

Ahorabien, la obesidad se considera una enfermedad
multifactorial, es decir, puede ser provocada por
distintos factores, entre los cuales destacan, los
factores genéticos, ambientales, metabdlicos vy
endocrinos (2). En los tdltimos afios y debido a
los avances tecnoldgicos se ha podido comprobar
la importancia de la genética en el desarrollo de
diversas enfermedades, incluyendo la obesidad.
Muchos han sido los genes asociados a esta
condicién, y la interaccién entre los mismos puede
tener la capacidad de propiciar, o por el contrario
proteger a los individuos portadores del desarrollo
de dicha patologia. Entre muchas funciones, el
receptor scavenger clase B tipo I, CD36, juega un
papel importante facilitando el consumo y utilizacién
de los dcidos grasos celulares. Las investigaciones
sobre este receptor son relativamente nuevas, sin
embargo, estudios de los polimorfismos en dicho
gen demuestran la influencia de estos en los lipidos
plasmaticos (3).

Por otra parte, el gen codificante de la apoliproteina
E (APOE) es catalogado como uno de los genes
mas estudiados del genoma (4), su funcién es
el “aclaramiento” de lipoproteinas remanentes
sirviendo como ligando para LDL y los receptores
de Apo E (5). Existen tres alelos APOE diferentes
(€2, €3 y €4), que dan lugar a las isoformas de la
proteina en plasma (6). Las alteraciones en proteinas
relacionadas con el metabolismo lipidico influyen
en el fenotipo de obesidad, y las concentraciones
de dichas proteinas estardn determinadas por los
polimorfismos de los genes que las codifican (7).

Por lo anteriormente expuesto, se propone evaluar
la asociaciéon del polimorfismo -31118 G/A
(rs1761667) del gen CD36 y los polimorfismos 388
T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen APOE
con el riesgo a desarrollar obesidad y con los perfiles
glucémico y lipidico, en pacientes obesos venezolanos
pertenecientes a la Unidad de Cirugfa Bariatrica y
Metabdlica (UNIBAROS), adscrita al Departamento
de Cirugia del Hospital Universitario de Caracas.
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Materiales y métodos
Tipo y nivel de la investigacion

El presente es un estudio descriptivo-correlacional,
de cohorte de casos y controles. Los individuos
participantes fueron pacientes atendidos en la Unidad
de cirugfa baridtrica y metabdlica (UNIBAROS), del
Hospital Universitario de Caracas.

Aspectos éticos y administrativos

El protocolo de estudio cuenta con el aval del Comité de
Bioética de la Escuela de Bioanalisis de la Universidad
Central de Venezuela, se realiza bajo las normas de
ética de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
para trabajos de investigacién en humanos y cuenta con
el consentimiento informado escrito y firmado de los
participantes en estudio.

Poblacion

La poblacién estudiada fue parte de la Unidad de
Cirugfa Bariatrica y Metabdlica (UNIBAROS), adscrita
al Departamento de Cirugia del Hospital Universitario
de Caracas. De igual forma, se cuenta con una poblacién
control conformada por individuos voluntarios
normopeso y aparentemente sanos, que acudieron
al Laboratorio de Ciencias Basicas y Aplicadas de la
Escuela de Bioandlisis de la Universidad Central de
Venezuela (UCV).

Recoleccion y procesamiento de muestras sanguineas

A cada individuo en estudio se le extrajeron 10 ml
de sangre venosa en ayunas. Posteriormente, se les
proporcioné un desayuno, el cual consistié en una
empanada de queso y un café con leche, lo que contiene
una carga aproximada de 26,3 g de grasa. Luego de la
ingesta, se extrajeron dos muestras sanguineas mas,
correspondientes a las 2 horas y 4 horas después de
comer, denominadas muestras postprandiales.

Determinacién de los pardmetros bioquimicos

Las muestras se procesaron con el equipo KONELAB
prime 60i de THERMOS Scientific, para la
determinacién de los parametros de glucosa, colesterol
total, colesterol HDL vy triglicéridos. La determinaciéon
de insulina se realiz6 mediante la técnica de ELISA,
empleando el kit comercial Insulin ELISA de DRG
Diagnostics.

Genotipificacion

La extracciéon de ADN se realiz6 mediante el método
de Bunce modificado (8). La cuantificacién de ADN
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se determiné en un biofotémetro (Eppendorf) a 260
nm. As{ mismo, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 0,75% para determinar la calidad del ADN.

El ADN gendmico se amplificé por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en un termociclador Labcycler
SensoQuest.

a.Polimorfismo -31118 G/A (rs1761667) del gen CD 36

Se realiz6 PCR con los oligdmeros y mezcla de
reaccion descrita por Banerjee et al. (9), con ligeras
modificaciones. Los oligonucleétidos utilizados fueron
los siguientes:

Primer Forward:
5 - CAAAATCACAATCTATTCAAGACCA -3

Primer Reverse:
5 - TTTTGGGAGAAATTCTGAAGAG -3’

Las condiciones utilizadas para la PCR fueron
las descritas por Salim et al. (10). Se prepard un
volumen final de reaccién de 25 pl, que contuvo
100 - 150 ng de ADN gendmico, 25 pmol/ul de
cada oligémero, 100 mM de dNTPs, 25 mM de
MgCI2 y 5 U/um de Taq DNA Polimerasa, junto
con su respectivo buffer. Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: desnaturalizacién a 95°C por
5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién
de 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 54°C por
30 segundos, extensién a 72 °C por 30 segundos
y una extensién final a 72 °C por 5 minutos. Los
productos amplificados se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%, teflido con
bromuro de etidio y visualizados en el equipo Gel
Doc™ XR+ System (Bio-Rad).

Los productos amplificados se sometieron a una
digestion con la enzima de restriccion Hhal, como lo
indicado por Banerjee et al. (9) para la determinacién
del polimorfismo -31118G/A (rs1761667) del gen
CD36, separdndose posteriormente por electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida al 10% en Bufter TAE
1Xy coloreado con Bromuro de Etidio.

b.Polimorfismos 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412)
del gen APOE

La PCR se realizé con los oligémeros y la mezcla de
reaccién descrita por Hixon et al. (11), con ligeras
modificaciones. Los oligonucleétidos utilizados fueron
los siguientes:

Primer Forward:
5 -ACA GAATTC GCC CCGGCCTGGTACAC-3

Primer Reverse:
5 -TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCAAGGA-3

Las condiciones de la PCR fueron las utilizadas en el
estudio de Srivastava et al. (7). Se prepar6 un volumen
final de reaccion de 25 pl, que contuvo 100 - 150 ng
de ADN gendmico, 25 pmol/ul de cada oligémero, 100
mM de dNTPs, 25 mM de MgCl2, 100% de dimetil
sulféxido y 5 U/um de Taq DNA Polimerasa, junto con
su respectivo buffer. Las condiciones de la PCR fueron
las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos con fases de
desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto, hibridacién
o alineamiento a 58°C por 1 minuto, y extensién a
70°C por 1:30 minutos, seguidos por una extensién
final a 70°C por 10 min Los productos amplificados
se verificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio, y
visualizados en el equipo Gel Doc™ XR+ System
(Bio-Rad).

Los productos amplificados se sometieron a una
digestion con la enzima Hhal, indicado por Srivastava
et al. (7) para la determinacidn de las variantes del gen
APOE, separandose posteriormente por electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida al 10% en Buffer TAE
1X coloreado con Bromuro de Etidio.

Andlisis estadistico

Seutilizd estadisticadescriptiva, la cualincluye; media,
desviacién estandar y se aplicé la prueba ANOVA
(analisis de la varianza) para establecer la diferencia
entre los grupos. La significancia estadistica de las
diferencias de frecuencias de los polimorfismos del
gen CD36y del gen APOE entre el grupo de pacientes
y controles, fue estimada por la prueba de Ji cuadrado
(X?) usando tablas de contingencia. Para estimar la
posible asociacion de los diferentes polimorfismos
de los genes CD36 y APOE y obesidad se calculd la
razén de probabilidades (Odds Ratio: OR), con el
correspondiente intervalo de confianza (95%). Para
determinar las relaciones entre alelos y/o genotipos
de los genes a estudiar y los parametros bioquimicos
se realizaron pruebas de ANOVA. De igual forma se
realizé la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (H-
W) para determinar si la distribucién genotipica en
los individuos en estudio se encuentra en equilibrio.
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Resultados y discusion
Caracteristicas de la poblacion estudiada

La poblaciéon estudiada quedd conformada por 110
individuos obesos, 75,45% (n= 83) de sexo bioldgico
femeninoy24,55% (n=27) de sexo biol4gico masculino,
con una edad promedio de 47 afios £+ 11,99 (20 - 80).
Por otra parte, el grupo control quedé conformado por
114 individuos normopeso, 69,30% (n= 79) de sexo
bioldgico femenino y 30,70% (n= 35) de sexo bioldgico
masculino, con una edad promedio de 30 afios £ 11,16
(18 - 65).

Enlatabla 1 se presentala media aritmética + desviacion
estandar, tanto para los individuos obesos como para
los controles de los pardmetros antropométricos y
bioquimicos de cada grupo en estudio. Los individuos
obesos presentaron un perfil lipidico alterado
en comparacion con los individuos normopeso,
donde las concentraciones de triglicéridos basales y

postprandiales (2 horas y 4 horas), VLDL-c, LDL-c
poseen un incremento estadisticamente significativo y
las HDL-c una disminucién igualmente significativa.
En cuanto al perfil glucémico, los individuos obesos
presentaron concentraciones de glucosa, insulina
y HOMA-IR significativamente incrementadas en
comparacién con el grupo control. Estos resultados son
comparables con los encontrados por Luz E. Ramos
Arellanos et al. (12), quienes describieron que las
concentraciones de colesterol total, LDL-c y TG en los
individuos obesos se encontraban significativamente
elevados en comparacién con el grupo control de
individuos normopeso (p < 0,05).

Tipificacion del polimorfismo -31118 G/A (rs1761667)
del gen del receptor CD36

En la Figura N° 1, se visualizan los productos
amplificados correspondientes a la regién -31118 G/A
del gen del receptor CD36.

Tabla 1. Parametros antropométricos y bioquimicos de los individuos en estudio

Pardmetros Individuos normopeso Individuos obesos Valores
(controles) n =114 (casos) n=110 de referencia
IMC (Kg/m?) 22,56 £ 2,27 36,77 £ 9,06*** 20,0-24.99
Talla (m) 1,66 + 0,08 1,62 + 0,09 -
Peso (Kg) 62,50 £ 9,43 96,16 £ 21,11 -
Glicemia Basal (mg/dL) 86,94 £ 10,80 91,13 £ 29,82*** 70 - 100
Colesterol total (mg/dL) 183,92 + 45,80 162,33 + 51,01 <200
Triglicéridos basales (mg/dL) 99,27 £ 33,11 105,91 + 58,07* 30 - 150

Triglicéridos 2h (mg/dL)
Triglicéridos 4h (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

VLDL-c (mg/dL)

TG basal/ HDL-c

TG 2H/ HDL-c

TG 4H/ HDL-c

Col/ HDL-c

LDL-Col/ HDL-c
Insulina (mUI/mL)
HOMA

111,32 £ 36,96
107,41 £+ 34,43
52,07 £16,76
112,01 + 40,25
19,84 £ 6,58
2,13 +£1,08
2,40+ 1,18
2,32+1,17
3,78+ 1,23
2,35+1,10
8,61 £ 4,09
1,85£0,91

140,24 + 62,97***

129,34 + 57,36**

< 30% TG basal
< 30% TG basal

28,31 +13,48** 40 - 60
112,83 + 48,27 <159
21,18 £11,62% 15-44
5,59 £ 7,19%** <3
5,75 + 4,51*** <3
5,32 £ 4,31 <3
8,37 £10,67*** <5
6,25 + 9,55%** <3,6
19,81 £ 8,98** 2-25

4,67 + 3,85**

HDL: Lipoproteina de alta densidad. LDL: Lipoproteina de baja densidad. VLDL: Lipoproteina de muy baja

densidad. c: Colesterol. HOMA: Modelo de registro homeostatico.

*** p < 0,001 con respecto al grupo control
** p < 0,005 con respecto al grupo control
* p < 0,05 con respecto al grupo control
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1 MTM2 3 4 5 6

200 pb &=—— — 190 pb

100 pb «——

Figura N° 1. Productos amplificados por PCR del gen
del receptor CD36. El carril 1 corresponde al control
negativo. MTM (Marcador de tamafio molecular) de
100 pb (Promega). En los carriles 2, 3, 4, 5 y 6 se observa
la amplificacion del gen del receptor CD36 (190 pb).

En la Figura N° 2 se visualiza el producto de digestién
de los fragmentos amplificados por PCR del gen del
receptor CD36.

Se asignd el genotipo homocigoto A/A, cuando se
evidencia una banda de 190 pb (carril 1), indicando
que la enzima no realizé ningin corte; el genotipo
heterocigoto G/A, cuando se evidencian tres bandas de
190 pb, 138 pb y 52 pb (carriles 2, 3 y 4); el genotipo
homocigoto G/G cuando se evidencian dos bandas
de 138 pb y 52 pb (carriles 5y 6) y en el carril 7 se
encuentra el control negativo.

MTM 1 2 3 4 5 6 7

200 pb +——
150 pb ¢——

—— 190 pb
— 138 pb
100 pb &——
75 pb ——

50 pb &—— — 52pb

Figura N° 2. Producto de digestién del fragmento
amplificado por PCR del gen del receptor CD36. MTM
(marcador de tamafo molecular) de 25 pb (Promega). En
el carril 1 se observa el genotipo homocigoto A/A, en los
carriles 2, 3 y 4 se observa el genotipo heterocigoto G/A,
en los carriles 5y 6 se observa el genotipo homocigoto
G/G, y en el carril 7 se encuentra el control negativo.

Tabla 2. Distribucidn de la frecuencia genotipica y alélica
del polimorfismo rs1761667 del gen CD36 en individuos
obesos e individuos aparentemente sanos

Individuos obesos  Individuos normopeso

(casos) (controles)
n=110 n=114
Genotipo
A/A 27,2 (30) 26,3 (30)
G/A 56,4 (62) 55,3 (63)
G/G 16,4 (18) 18,4 (21)
Alelo
A 55,5 (122) 53,9 (123)
G 44,5 (98) 46,1 (105)

Nota. La frecuencia se muestra en porcentaje y entre
paréntesis el numero de individuos

En la tabla 2 se pueden observar las frecuencias
genotipicas y alélicas del polimorfismo del gen del
receptor CD36. Como se puede apreciar, el genotipo
mas frecuente fue el heterocigoto G/A para ambos
grupos de estudio, seguido por el genotipo homocigoto
A/A y el homocigoto G/G. Estos resultados son
consistentes con los descritos por Ramos-Arellano et al.
(13) en el afio 2013, y Ramos-Ldpez et al. (14) en el afio
2015.

En la tabla 3, se muestra el modelo de herencia
entre individuos obesos e individuos normopeso,
observandose que el modelo de herencia mas ajustado
es el dominante. No se observé asociaciéon entre el
desarrollo de obesidad y la frecuencia genotipica del
polimorfismo rs1761667 del gen del receptor CD36
(OR = 0,952, IC95% = 0,527 - 1,721). Es importante
destacar que tampoco se observaron diferencias

Tabla 3. Modelo de herencia dominante del polimorfismo
rs1761667 del gen del receptor CD36 de pacientes obesos
y controles en estudio

Individuos Individuos

obesos  normopeso OR P
(casos) (controles)  (IC: 95%)
n=110 n=114
Genotipo
G/G-G/A 72,8(80) 73,7 (84) 0,952
0527-1,721)  %0°
A/A 27,2(30) 26,3 (30) (0:527-1721)

Nota. La frecuencia se muestra en porcentaje y entre
paréntesis el numero de individuos
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significativas al comparar la frecuencia alélica entre
obesos y normopesos (OR = 0,941, IC 95% = 0,649 -
1,305).

No se encontraron estudios donde se relacionara
directamente el riesgo a desarrollar obesidad con los
diferentes genotipos del polimorfismo rs1761667 del
gen del receptor CD36, sin embargo Latisha Love-
Gregory y Nada A. Abumrad (15), realizaron una
revision que resume la comprension actual de la
funcién de CD36 en el metabolismo de los lipidos, con
énfasis en la influencia de las variantes genéticas del gen
CD36 y su posible contribucién a las complicaciones
relacionadas con la obesidad.

Al clasificar los individuos en obesos tolerantes e
intolerantes a las grasas, basados en el modelo de
herencia dominante, no se observaron diferencias
significativas (OR = 1,045, IC95% = 0,546 - 2,002,
p > 0,05).

Como bien se sabe, el receptor CD36 actiia en la
captaciéon de dacidos grasos (AG) y lipoproteinas
oxidadas. Ademads, se ha descrito que la ausencia de
CD36 estd asociada con lipidos séricos altos y con un
perfil metabdlico deficiente (16). Se ha observado que el
alelo A del polimorfismo rs1761667 reduce la expresion
del receptor CD36 (13,14).

Al clasificar los individuos obesos en resistentes y
no resistentes a la insulina, considerando valores de
HOMA superiores a 3 como resistencia a la insulina
(tabla 4), siguiendo un modelo de herencia recesivo, no
se observaron diferencias significativas al comparar la
frecuencia genotipica entre ambos grupos (p > 0,05).
Sin embargo, los portadores de los genotipo A/A y
G/A poseen 2 veces mayor posibilidad de desarrollar
resistencia a la insulina con respecto a los individuos
con el genotipo G/G (OR = 2,151, IC95% = 0,741 -
6,244, p > 0,05).

Durante los periodos de ayuno y ejercicio, la
movilizacién de acidos grasos (AG) aumenta desde
los adipocitos y depésitos de AG hacia los tejidos,
particularmente al musculo esquelético, para su
absorcién y oxidacién. No obstante, la disponibilidad
excesiva de acidos grasos en plasma puede resultar en
flujos de acidos grasos que exceden la capacidad de los
tejidos para utilizarlos, lo que lleva a resistencia a la
insulina en el higado y el musculo esquelético (3).

Al comparar los parametros bioquimicos de los
individuos obesos agrupados por el genotipo del gen
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Tabla 4. Distribucién de la frecuencia genotipica y alélica
del polimorfismo rs1761667 del gen CD36 en individuos
obesos resistentes y no resistentes a la insulina

Obesos Obesos no
resistentes  resistentes OR
ala ala p
. 0,
insulina insulina (IC: 95%)
n=_82 n=28
Genotipo
eaa) 000
G/G  134(11) 250(7) &%
Alelo
A 57,3 (94) 50,0 (28) 1,343 (0,731 -
2 467 > 0,05
G 42,7 (70) 50,0 (28) 467)

Nota. La frecuencia se muestra en porcentaje y entre
paréntesis el nimero de individuos

del receptor CD36, se observd que los individuos
obesos con el genotipo homocigoto A/A presentaban
un IMC mayor en comparacién a los individuos obesos
con los genotipos G/A y G/G. A su vez, el genotipo A/A
se pudo asociar con mayores valores de insulina, lo
cual concuerda con lo descrito por Terri A. Pietka et al.
(3), en donde enfatizan la importancia de la molécula
de CD36 como regulador de las vias implicadas en el
metabolismo de la glucosa.

Polimorfismos 388T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412)
del gen APOE

En la Figura N° 3, se visualizan los productos
amplificados correspondientes a la variante 388 T/C
(rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen APOE.

244 ph ——

100 pb ¢——

Figura N° 3. Productos amplificados por PCR de la
variante 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen
APOE. MTM (Marcador de tamafio molecular). En los

carriles 1, 2 y 3 se observa la amplificacién del gen APOE
(244 pb) y en el carril 4 se observa el control negativo.
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MTM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

_— 91 pb
— R3pb

72 pb
— 48 pb
— 35pb

Figura N° 4. Producto de digestién del fragmento
amplificado por PCR del gen de la variante 388 T/C
(rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen APOE. MTM

(marcador de tamafio molecular) de 25 pb (Promega). En
el carril 1 se observa el genotipo homocigoto E2/E2, en el
carril 2 se observa el genotipo heterocigoto E3/E2, en los
carriles 3 y 4 se observa el genotipo homocigoto E3/E3, en
los carriles 5y 6 se observa el genotipo heterocigoto E3/E4,
en los carriles 7 y 8 se observa el genotipo homocigoto E4/

E4, y en el carril 9 se encuentra el control negativo.

En la Figura N° 4 se visualiza el producto de digestién
de los fragmentos amplificados por PCR de la variante
388T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) del gen APOE.

Se asignaron los genotipos de la siguiente manera:
genotipo homocigoto E2/E2: dos bandas: 91 pb y 83
pb (carril 1); genotipo heterocigoto E3/E2: cuatro
bandas: 91 pb, 83 pb, 48 pb y 35 pb (carril 2); genotipo
homocigoto E3/E3: tres bandas: 91 pb, 48 pb y 35 pb
(carriles 3 y 4); genotipo heterocigoto E3/E4: cuatro
bandas: 91 pb, 72 pb, 48 pb y 35 pb (carriles 5 y 6);
genotipo homocigoto E4/E4: tres bandas: 72 pb, 48
pb y 35 pb (carriles 7 y 8); y genotipo heterocigoto E2/
E4: cuatro bandas: 91 pb, 83 pb, 72 pb y 48 pb (no se
observé el genotipo) (Figura 4) (11).

Estimacion del equilibrio de Hardy Weinberg (H-W)
para el polimorfismo -31118 G/A (rs1761667) del gen
receptor CD36 y polimorfismos 388T/C (rs429358) y
526 C/T (rs7412) del gen APOE

Se pudo constatar la existencia del equilibrio de Hardy-
Weinberg tanto para el grupo de individuos controles
(normopeso) como para el grupo de individuos obesos,
en la distribucién genotipica del sitio polimérfico
estudiado en el gen del receptor CD36, al igual que en
el gen APOE.

Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas
alélica de los polimorfismos 388T/C (rs429358) y 526
C/T (rs7412) del gen APOE en los dos grupos de adultos
estudiados

Como se puede observar en la tabla 5 el alelo €3 del

Tabla 5. Distribucion de la frecuencia genotipica y
alélica de los polimorfismos 388 T/C (r5429358) y
526 C/T (rs7412) del gen APOE en individuos
obesos e individuos aparentemente sanos

Individuos obesos
(casos) n =110

Individuos normopeso
(controles) n =114

Genotipo
€2/g2 0,9 (1) 0
€3/ €2 5,5 (6) 11,4 (13)
€3/ €3 68,2 (75) 65,8 (75)
€3/ ¢4 22,7 (25) 21,0 (24)
e4/c4 2,7 (3) 1,8 (2)
Alelo
€2 3,6 (8) 5,7 (13)
€3 82,3 (181) 82 (187)
&4 14,1 (31) 12,3 (28)

Nota. La frecuencia se muestra en porcentaje y entre
paréntesis el nimero de individuos

gen APOE es el mas frecuente tanto para los individuos
obesos (82,3%) como para los individuos normopeso
(82%), en concordancia con Ferndndez-Mestre et al.
(17) quienes indican que el alelo mds comun es el alelo
€3, seguido por el alelo 2. Sin embargo, en el presente
estudio el alelo €2 presentd una menor frecuencia en
los individuos obesos y normopeso (3,6% y 5,7%,
respectivamente), de igual forma los resultados
obtenidos en esta investigacién coinciden con los
encontrados por Garcés et al. (18).

En los individuos obesos los genotipos E2/E2 + E3/3
+ E3/E2 representan un 74,6% y los genotipos E4/E4
+ E3/E4 un 25,4%, en los normopesos los genotipos
E2/E2 + E3/3 + E3/E2 representan un 77,2% y los
genotipos E4/E4 + E3/E4 un 22,8%.

No se observaron diferencias significativas en las
frecuencias genotipicas entre los grupos en estudio
(OR = 1,156, IC95% = 0,626 - 2,133, p > 0,05) ni en
las frecuencias alélicas (OR = 0,941, IC95% = 0,649 -
1,365, p > 0,05) entre los grupos en estudio (tabla 6),
lo que concuerda con lo notificado por Zarkesh et al.
(19).

Al comparar los individuos obesos tolerantes e
intolerantes a las grasas, no se observé asociacién entre
la frecuencia genotipica (OR = 1,120, IC95% = 0,328 -
3,404, p > 0,05) y alélica (OR = 1,667, IC95% = 0,636 -
4,371, p > 0,05) con el riesgo a desarrollar intolerancia
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Tabla 6. Distribucion genotipica y alélica de los polimorfismos 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412)
del gen APOE en individuos obesos y normopesos aparentemente sanos

Individuos Obesos Individuos normopeso

(casos) n =110 (controles) n =114 OR (IC: 95%) P
Genotipo
E2/E2 + E3/E3 + E3/E2 82 (74,6%) 88 (77,2%) 1,156 (0,626-2,133) > 0,05
E4/E4 + E3/E4 28 (25,4%) 26 (22,8%)
Alelo
€2 + €3 189 (85,9%) 200 (87,7%) 0,941 (0,649-1,365) > 0,05
€4 31 (14,1%) 28 (12,3%)

a las grasas. No se encontrd ninguna investigacién que
relacione directamente el riesgo a desarrollarla. No
obstante, Das et al. (20) describieron que los individuos
con el alelo ¢4 (tanto genotipo heterocigoto £3/¢4
como homocigoto &4/ e4) poselan concentraciones
significativamente mayores de triglicéridos basales,
colesterol total y LDL-c, correspondientes con mayor
ocurrencia de dislipidemia. En este estudio no se
observo esta tendencia para los portadores obesos del
alelo e4.

En cuanto a las comparaciones entre los individuos
obsesos resistentes y no resistentes a la insulina, no
se observé asociacién entre la frecuencia genotipica
(OR = 1,344, IC95% = 0,482 - 3,752) y alélica (OR =
1,498, IC95% = 0,581 - 3,867) y el riesgo a desarrollar
resistencia a la insulina, en concordancia con Meigs
et al. (21), quienes no encontraron una asociaciéon
significativa entre el polimorfismo del gen APOE y la
resistencia a la insulina, ya que éste no afecta o modifica
directamente el valor de HOMA en su prevalencia. Todo
lo anteriormente expuesto se puede explicar debido a
que el tejido adiposo en los obesos es insulino-resistente,
lo que eleva los acidos grasos libres en plasma. A su vez,
éstos tienen un efecto directo en los érganos diana de
la insulina (por ejemplo, el higado), mediante acciones
especificas que bloquean la sefializacién intracelular
del receptor de insulina. Este fenémeno, bien conocido
como lipotoxicidad, podria ser el responsable de la RI
en el érgano y la falta de regulacién pancredtica a la
glicemia elevada (22).

Al comparar los parametros bioquimicos de los
individuos obesos agrupados segun los polimorfismos
del gen APOE, se puede observar que los pacientes
obesos que poseen el genotipo homocigoto =4/:4
presentan un IMC mayor en comparacién con los
demads genotipos, al igual que para los valores de
glicemia basal. Los pardmetros de colesterol total y
LDL-c, se observaron incrementados en los individuos
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con genotipo homocigoto £3/¢3 en comparacién a
los individuos con otros genotipos. Con respecto
al valor de insulina y triglicéridos basales, 2 horas y
4 horas posprandiales se encontraron incrementados
en los portadores del genotipo homocigoto £2/e2 +
heterocigoto £3/¢2.

Finalmente, Hagberg et al. (23) mostraron que el
alelo €4 estd asociado con concentraciones elevadas
de colesterol y LDL-c, en comparacion con el alelo €2
que se asocia con concentraciones disminuidas de los
mismos. Lo anteriormente expuesto, se correlaciona
con los resultados obtenidos en este estudio, donde
se observa que los portadores del genotipo &4/c4
poseen valores incrementados de colesterol y LDL-c en
comparacién con los portadores del genotipo £2/¢2.

Conclusiones

Los individuos obesos presentan alteraciones en sus
indices aterogénicos, lo que incrementa su riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares. Entre los
genes estudiados, se observd que el genotipo G/A del
polimorfismo -31118 G/A (rs1761667) del gen CD36
es el mas frecuente en individuos tanto obesos como
normopeso, mientras que el genotipo G/G es el menos
comun. En cuanto al gen APOE, el genotipo £3/ €3 de
las variantes 388 T/C (rs429358) y 526 C/T (rs7412) es
el mas frecuente en ambos grupos, y el genotipo 4/ £4
es el menos comun. En cuanto a la frecuencia alélica, el
alelo €3 es el mas comtn para ambos grupos.

No se encontré asociacidn significativa entre el
polimorfismo -31118 G/A (rs1761667) del gen
CD36 y las variantes 388 T/C (rs429358) y 526 C/T
(rs7412) del gen APOE con el desarrollo de obesidad,
intolerancia a las grasas o resistencia a la insulina. Es
posible que otros polimorfismos de estos genes estén
involucrados en estos trastornos metabdlicos. Por lo
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tanto, se recomienda realizar estudios adicionales que
incluyan otros polimorfismos genéticos y un mayor
tamafo de muestra para obtener conclusiones mas
definitivas. Determinar si existe una asociacién entre
estos polimorfismos y las enfermedades mencionadas
permitirfa tomar medidas tempranas en individuos
con mayor riesgo para prevenir su desarrollo y sus
consecuencias.
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