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GLOSARIO

ACCIDENTE CEREBROVASCULAR: Grupo de afecciones caracterizadas por una
pérdida subita y sin convulsiones de la funcion neurologica debido a isquemia
encefalica o hemorragias intracraneales. El accidente cerebrovascular se clasifica
segun el tipo de necrosis tisular, localizacion anatémica, vasculatura afectada,
etiologia, edad del individuo afectado y naturaleza hemorragica o no hemorragica.

ACCIDENTE =~ CEREBROVASCULAR ISQUEMICO AGUDO NO
CARDIOEMBOLICO: Se produce como consecuencia de la oclusion de una arteria
cerebral por un trombo que proviene del corazoén.

ALELO: Una de las dos formas alternativas de un gen en un locus dado.
Dependiendo de la tecnologia de genotipificacion utilizada puede ser que no todas
las variantes en secuencias de ADN sean reconocidas como alelos diferentes

ARTEROESCLEROSIS: Engrosamiento y pérdida de elasticidad de las paredes de
las arterias que ocurre con la formacion de placas aterosclerdticas en la intima
arterial.

ATEROGENICO: Conjunto de alteraciones que permiten la aparicion en la pared de
las arterias de un depadsito de lipidos, que finalmente se transformara en una placa
de calcificacién y facilitara la perdida de elasticidad arterial y otros trastornos
vasculares

CEBADOR: Secuencias cortas de ADN (generalmente alrededor de 10 pares de
bases) que son complementarias a las secuencias de ARN mensajero y que
permiten que la transcriptasa inversa comience a copiar las secuencias adyacentes
del mARN.

CODON: Conjunto de tres nucleétidos en la secuencia de ADN que codifica una
proteina que especifica a un aminoacido individual o que da la sefial de terminacion.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO: Asociacién no aleatoria de genes ligados. Es
la tendencia de los alelos de dos loci separados, pero ligados, de encontrarse juntos
con mas frecuencia de lo que podria esperarse Unicamente por la casualidad.

DIABETES: Condicion caracterizada por hiperglicemia resultado de la incapacidad
del cuerpo para usar el azicar en la sangre para obtener energia. En la diabetes
tipo 1, el pancreas no es capaz de producir insulina y por tanto el azGcar en la sangre
no puede entrar en las células para ser usado como fuente de energia. En la
diabetes tipo 2 el pancreas no es capaz de producir suficiente insulina o el cuerpo
no es capaz de usar la insulina correctamente.

15


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Convulsiones
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Isquemia%20Encefálica
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Isquemia%20Encefálica
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Hemorragias%20Intracraneales
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Accidente%20Cerebrovascular
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Necrosis
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Naturaleza
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Elasticidad
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Arterias
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=ADN
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=ARN%20Mensajero
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Nucleótidos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Asociación
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Genes
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Alelos

ENDONUCLEASA: Enzima aislada de bacteria que corta moléculas de ADN en
secuencias especificas.

EQUILIBRIO DE HARDY WEIBERG (HWE): Explica como las frecuencias alélicas
en una generacion se pueden usar para calcular las proporciones genotipicas de la
siguiente generacion de una poblacion que se aparea aleatoriamente en donde no
hay seleccion, mutacion o migracion.

ESTUDIO ANALITICO: Tipo de estudio usado para probar una hipétesis de
asociacion entre una exposicion y afectos adversos de la salud. En ellos se incluyen
los estudios de casos y controles y estudios de cohorte.

ESTUDIO OBSERVACIONAL: Estudio en donde los individuos son observados o
ciertos resultados se miden. No se hace ningun intento de influir en el resultado.

EXON: Es una porcion del gen que codifica para amino&cidos. Las partes de
secuencias genéticas que son expresadas en proteinas.

FACTOR DE PROTECCION: Caracteristica que esta asociada a una menor
probabilidad que aparezca la enfermedad.

FACTOR DE RIESGO: Aspecto del comportamiento o estilo de vida, exposicion
ambiental, caracteristica heredada o innata que esta asociada con el aumento de la
incidencia de una enfermedad u otro evento o condicion relacionado con la salud.

GEN: Una categoria de secuencias de &cidos nucleicos que funciona como
unidades de la herencia y que codifican las instrucciones basicas para el desarrollo,
reproduccion y mantenimiento de los organismos.

GENOTIPIFICACION: Método usado para determinar alelos o SNPs de individuos.

HAPLOTIPO: Constitucién genética de los individuos con respecto a un miembro de
un par de genes alélicos, o conjuntos de genes que estan estrechamente
relacionados y tienden a ser heredados juntos.

INTRON: Porciébn de un gen que no codifica para aminoacidos, parte de una
secuencia génica que no se expresa en proteinas

LIPOPROTEINAS: Complejo lipido-proteina involucrado en el transporte
metabolismo de lipidos en el cuerpo. Ellos son particulas esféricas consistentes en
un nucleo central hidrofébico de triglicéridos y esteres de colesterol, fosfolipidos y
apolipoproteinas.
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LIPOPROTEINA HDL: Clase de lipoproteinas que suele dividirse en HDL2 y HDL3
y en la variante menor HDL1. La HDL estimula el transporte de colesterol desde el
tejido extrahepatico al higado para su excrecion en la bilis. Es sintetizada por el
higado en forma de particulas "HDL nacientes" discoidales que carecen de nucleo
central lipidico, acumulan un nucleo central de ésteres de colesterol durante el
transporte inverso de colesterol y los transfieren al higado directa o indirectamente
por medio de otras lipoproteinas. La HDL vehicula apolipoproteinas C-ll y E hacia y
desde las lipoproteinas ricas en triglicéridos durante el catabolismo de las
lipoproteinas. El colesterol HDL del suero se ha correlacionado negativamente con
la enfermedad cardiaca coronaria prematura

LIPOPROTEINA LDL: Clase de lipoproteinas responsable del transporte de
colesterol a los tejidos extrahepéticos. Se forma en la circulacion cuando las
proteinas de muy baja densidad son degradadas inicialmente a lipoproteinas de
densidad intermedia y después a LDL por la ganancia y la pérdida de
apolipoproteinas especificas y la pérdida de la mayor parte de sus triglicéridos. Es
captada y metabolizada por el higado y por los tejidos extrahepéaticos mediante
endocitosis especifica mediada por receptor.

LIPOPROTEINA VLDL: Clase de lipoproteinas que transporta triglicéridos desde el
intestino y el higado a los tejidos adiposo y muscular. Sintetizada por el higado,
contiene principalmente triglicéridos en sus nucleos centrales lipidicos, con algunos
estéres del colesterol; cuando sus triglicéridos son escindidos por la lipoproteina
lipasa endotelial y transferidos a los tejidos extrahepaticos, las particulas de la VLDL
pierden la mayor parte de su apolipoproteina C y se convierten en lipoproteinas de
densidad intermedia.

LIPOPROTEINLIPASA: Enzima de la clase hidrolasa que cataliza la escision
hidrolitica de los grupos acilos de &cidos grasos a partir de triglicéridos (o di- o
monoglicéridos) en los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad y las
lipoproteinas de baja densidad. Esta presente en las superficies endoteliales
capilares, especialmente en el tejido mamario, muscular y adiposo, y requiere
apolipoproteina Cll como cofactor.

MUTACION: Cambio en la secuencia de ADN. Las mutaciones pueden ser producto
de errores en el proceso de transcripcion durante la divisién celular, exposicién a
radiacion ionizante, exposicion a mutagenos o infeccion por virus. Mutaciones en la
linea germinal suceden en los 6vulos o0 espermatozoides y pueden pasar a la
descendencia, mientras que las mutaciones somaticas ocurren en las células del
cuerpo y no son pasan a la siguiente generacion.

OLIGONUCLEOQOTIDO: Polimero constituido por pocos nucleétidos (de 2 a 20).
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POLIMORFISMO: Aparicion regular y simultanea de dos o mas genotipos
discontinuos en una sola poblacién de entrecruzamiento. El concepto incluye
diferencias en los genotipos que oscilan desde un unico sitio nucleotidico
(polimorfismo de nucle6tido simple) hasta grandes secuencias de nucleétidos
visibles a nivel cromosomico. Se dice que un locus es polimorfico solo si ningun
alelo tiene una frecuencia mayor a 99%.

POLIMORFISMOS DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (PCR-
RFLP): Un polimorfismo identificado por diferencias en la longitud de los fragmentos
de restriccion. Puede ser debido a polimorfismos en los sitios de restriccion propios,
0 variaciones en la longitud de una secuencia entre los sitios.

POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE (SNP): Variacién de un Uunico
nucledtido en una secuencia genética que aparece con apreciable frecuencia en la
poblacion.

QUILOMICRONES: Una clase de lipoproteinas que transportan el colesterol y los
triglicéridos alimentarios del intestino delgado a los tejidos.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: Método in vitro para producir
grandes cantidades de fragmentos especificos de ADN o ARN de longitud y
secuencia definidas a partir de pequefias cantidades de cortas secuencias
flanqueadoras oligonucledtidas (cebadores). Los pasos esenciales incluyen
desnaturalizacion termal de las moléculas diana de doble cadena, reasociacion de
los cebadores con sus secuencias complementarias, y extension de los cebadores
reasociados mediante sintesis enzimética con ADN polimerasa. La reaccion es
eficiente, especifica y extremadamente sensible. Entre los usos de la reaccion esta
el diagnéstico de enfermedades, deteccion de patégenos dificiles de aislar, analisis
de mutaciones, pruebas genéticas, secuenciacion del ADN y el analisis de
relaciones evolutivas.

TRANSICION: Tipo de sustitucion de un par de nucledétidos en el que una purina se
reemplaza por otra purina o una pirimidina a otra pirimidina. Por ejemplo GC->AT

TRANSVERSION: Tipo de sustitucién de un par de nucleétidos en el que una purina
reemplaza a una pirimidina o viceversa. Por ejemplo, GC->TA.
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RESUMEN

Titulo: Polimorfismos del gen lipoproteina lipasa como marcadores genéticos para
el accidente cerebrovascular en una muestra de poblaciéon colombiana”

Autor: Velasquez, LC™

Palabras clave: Accidente cerebrovascular (ACV), Lipoproteina lipasa (LPL),
Polimorfismos de nucleétido simple (SNP), Hindlll, Pvull, Ser447X, PCR-RFLP,
Poblacion Colombiana

Descripciéon: Recientemente se han investigado los genes como marcadores de
exposicion para el desarrollo del ACV. Polimorfismos en el gen LPL han sido
estudiados en diferentes poblaciones encontrandose variaciones de acuerdo a la
poblacion analizada; los polimorfismos Hindlll y Pvull actian como marcadores de
riesgo para el desarrollo del ACV al aumentar los niveles de triglicéridos y disminuir
la HDL; ademas Ser447X se ha visto que puede actuar como marcador de
proteccion aumentando los niveles de HDL y disminuyendo los triglicéridos. El
objetivo del trabajo fue determinar si existe asociacion entre la presencia de
polimorfismos en el gen LPL (Hindlll, Pvull y Ser447X) con desarrollo de ACV en
una muestra poblacional Colombiana. Se estudiaron 133 pacientes con accidente
cerebrovascular (diagnostico clinico y soporte TAC) y 269 sujetos sanos. Se utilizo
la técnica PCR-RFLP para detectar los polimorfismos Ser447X, Hindlll y Pvull en el
gen LPL. Los resultados obtenidos fueron analizados con el software Statal?2,
SPSS9, snpstats y Arlequin. ElI comité de ética de la Universidad Industrial de
Santander aprobé el presente estudio. Las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos estudiados no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los casos y los controles. En el presente estudio no se encontrd asociacion
entre Hindlll, Pvull y Ser447X con el ACV en la muestra poblacional analizada. Se
concluye que los polimorfismos en el gen de la LPL no actian como marcadores
genéticos asociados con el desarrollo del ACV en la muestra poblacional
colombiana analizada.

* Trabajo de investigacion
* Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas. Clara Ines Vargas Castellanos
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ABSTRACT

Tittle: Polymorphisms of the lipoprotein lipase gene as genetic markers for stroke in
Colombian population.”

Author: Velasquez, LC™

Keywords: Stroke, Lipoprotein lipase (LPL), Single nucleotide polymorphisms
(SNP), Hindlll, Pvull, Ser447X, PCR-RFLP, Colombian population.

Recently, scientists are redirecting their researchers to find the genetic origin of
diseases; stroke is part of them. Polymorphisms of the lipoprotein lipase gene have
been extensively studied in different populations finding variations in results among
and between population’s societies. Showing that the Hindlll and Pwvull
polymorphisms can act as risk markers for the development of cerebrovascular
disease by increasing levels of triglycerides and decreasing HDL. However, Ser447X
can be a protective marker causing an increase of HDL levels and reducing
triglycerides levels. The aim of the study was to analyze if there is an association
between the presence of polymorphisms in the LPL gene (Hindlll, Pvull and
Ser447X) with development of ischemic stroke in Colombian population. Sample
size was 133 stroke patients (clinical diagnosis and x-ray CT) and 269 healthy
subjects. PCR -RFLP technique was used to detect Ser447X, Hindlll and Pvull
polymorphisms in the LPL gene. Results were analyzed by Statal2, SPSS9,
snpstats and Arlequin softwares. This study was approved by the Universidad
Industrial de Santander ethics committee. Allele and genotypic frequencies of the
studied polymorphisms did not show a statistically significant difference between the
cases and controls. In the present research was not found any association between
any of the LPL gene polymorphism and stroke in the population sample used. In
conclusion, LPL gene polymorphisms are not genetic markers for the development
of stroke in the Colombian sample used.

* Research work
™ Health faculty. Master in Biomedical Basic Sciences. Clara Ines Vargas Castellanos
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INTRODUCCION

El accidente cerebrovascular isquémico (ACV) corresponde al grupo de las
enfermedades cardiovasculares. Dicha enfermedad se produce por la interrupcion
del flujo sanguineo al cerebro por el bloqueo de un vaso sanguineo con un coagulo
que puede estar directamente en el sitio de la oclusion produciendo un dafio
permanente en la zona que solia ser irrigada (Global atlas on cardiovascular disease
prevention and control, 2011). Existen diversos factores de riesgo asociados con su
desarrollo; hipertension arterial, alteraciones en los niveles lipidicos, diabetes,
tabaquismo, dieta, obesidad e inactividad fisica (Harmsen et al., 2009). Se estima
que en el 2011 a nivel mundial murieron 6 millones de personas por esta causa (The
global burden of disease: 2004 update, 2008.; Global status report on
noncommunicable disaeses 2010, 2011.; WHO publishes definitive atlas on global
heart disease and stroke epidemic, 2004).

La lipoproteina lipasa es una enzima encargada de la hidrolisis de triglicéridos
provenientes de quilomicrones circulantes y lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), removiendo las lipoproteinas de circulacion por medio de la liberacién de
acidos grasos libres (Wong et al., 1994). Estudios genéticos han revelado cerca de
100 mutaciones y polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en el gen de la
lipoproteina lipasa (Wang et al., 2009), mostrando que alteraciones en dicha
lipoproteina pueden afectar la formacion de la placa ateromatosa de esta forma
aumentando el riesgo de su diseminacion en la sangre y producir un bloqueo. Dentro
de los polimorfismos que se han estudiado se encuentran algunos que actian como
marcadores de proteccion o riesgo, para el primer caso; Hindlll (rs320) ubicado en
el

intron 8 producto de un cambio de T por G y Pvull (rs285) ubicado en el intrén 6
producto de un cambio de una C por T se han visto asociados con altos niveles de
triglicéridos (TG) y bajos niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL) (Chen et
al., 2008; Sepetiba et al., 2007). Por otra parte, Ser447X (rs328) en el exdén 9
producto del cambio de una C por G, se ha visto que actia como marcador de
proteccion para desarrollar ACV al aumentar la actividad lipolitica en la proteina y
ha sido asociada con altos niveles de HDL y disminucion de los triglicéridos (Rip et
al., 2006).

La investigacion sobre estos polimorfismos se ha llevado a cabo en diferentes
poblaciones encontrandose variaciones en los resultados obtenidos sobre su
influencia en el control lipidico dependiente del grupo poblacional y la zona de origen
de los pacientes, por lo que el analisis de los polimorfismos en el gen de la
lipoproteina lipasa: Ser447X, Hindlll y Pvull junto con el estudio de la distribuciéon
étnica de dichos polimorfismos en nuestra poblacion constituye el primer estudio
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latinoamericano en evaluar la influencia de los polimorfismos asociados a la LPL en
pacientes con ACV isquémico. Teniendo en cuenta que la poblacion colombiana
tiene ancestria de origen europeo, africano y americano se eligieron los
polimorfismos que han sido ampliamente y cominmente estudiados en diferentes
poblaciones a nivel mundial (Rojas et al., 2010). Es asi como se plantea la hipotesis
acerca de la posibilidad que polimorfismos presentes en el gen de la lipoproteina
lipasa (Hindlll, Pvull y Ser447X) actien como marcadores de exposicion para el
desarrollo del accidente cerebrovascular en la poblacién colombiana.
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1. IDENTIFICACION Y PLANTEMAMIENTO DEL PROBLEMA

El riesgo de la ACV tiene variaciones en su frecuencia e impacto en diferentes
poblaciones, las cuales estan intimamente relacionadas con caracteristicas
genéticas de cada etnia (Anand SS, 2000). La poblacién hispana, tiene
caracteristicas particulares y variaciones propias en los factores clasicos de riesgo
cardiovascular.

Recientemente se ha descrito una estrecha relacion entre polimorfismos en el gen
que codifica para la lipoproteina lipasa (LPL), una enzima que juega un papel central
en el metabolismo lipidico y se ha visto relacionada con el desarrollo de enfermedad
ateroesclerotica (Eckel, 1989; Mead et al., 2002; Murthy et al., 1996; Wong et al.,
1994). Adicionalmente se ha observado una relacion entre polimorfismos en esta
enzima y el desarrollo del ACV, y su grado de asociacién ha variado de acuerdo a
la poblacién estudiada (Hokanson, 1999; Xie et al., 2010). Por tanto la identificacion
de la distribucion y posterior asociacién de dichos polimorfismos con el desarrollo
de ACV en la poblacion Colombiana se podria convertir en una estrategia de
diagndstico temprano de susceptibilidad a desarrollar un ACV. En este estudio se
han elegido polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) en el gen lipoproteina lipasa,
los cuales son HindllI (rs320) ubicado en el
intron 8, Pvull (rs285) ubicado en el intron 6 y Ser447X (rs328) ubicado en el exdn
9, debido a que son las mas comunes y han sido ampliamente estudiados en otras
poblaciones (Chen et al., 2008; Gambino R, 1999; Georgiev et al., 2008; Gotoda et
al., 1989; Guan et al., 2006; Herbeth et al., 2007; Kuivenhoven et al., 1997; Larson
et al., 1999; Liu et al.,, 2004; Myllykangas et al., 2001; Sepetiba et al., 2007;
Socquard et al., 2006; Wang et al., 2011; Yin et al., 2006; Zhao et al., 2003). Ademas
en Colombia no se han realizado estudios de asociacion entre estos polimorfismos
de la LPL y el desarrollo de ACV.

Con el presente estudio se busca dar un aporte epidemiolégico para que asi se
puedan desarrollar estrategias de prevencion y control del accidente
cerebrovascular de una forma global e integrada, en donde se reduzca el riesgo en
la poblacion de presentar la enfermedad, medidas de diagndéstico temprano para
identificacion de personas con alto riesgo y planes de atencién a personas que ya
padecen la enfermedad y limitar las consecuencias neuroldgicas del mismo,
prevenir y tratar las complicaciones; por medio de estrategias para prevenir un
nuevo episodio, incluyendo modificacion de factores de riesgo, terapia
antiagregante e hipolipemiante y promover una efectiva rehabilitacion (Pérez, 2004;
Pruissen et al., 2009; Silva FA, 2006).
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2. JUSTIFICACION

El accidente cerebrovascular es una enfermedad compleja que compromete un
grupo heterogéneo de trastornos con multiples factores de riesgo (Domingues-
Montanari et al., 2008). Se cree que el ACV es principalmente causado por factores
ambientales, y la genética tiene una funcion menor en la patogénesis de la
enfermedad. Sin embargo estudios en el campo de la genética molecular y de
poblaciones sugiere que se debe reexaminar el papel de marcadores genéticos en
la patogénesis (Alberts, 1991; Catto, 2001). Ademés se han desarrollado estudios
moleculares, bioquimicos y genéticos para elucidar el rol de los genes en la
patogénesis del ACV llegando a la conclusién que existen marcadores genéticos
gue juegan un papel importante en la etiologia de esta, ademas existen estudios en
donde se ha demostrado que la genética tiene una mayor influencia en el desarrollo
de la enfermedad que los factores ambientales (Hunt et al., 1989). Por tanto
actualmente uno de los objetivos alcanzables con la genética molecular es la
identificacion y caracterizacion del defecto genético responsable de dicha
enfermedad y su comportamiento en diferentes poblaciones (Alberts, 1991; Alrajeh
et al., 2008; Hassan et al., 2000; Meschia et al., 2011; Munshi et al., 2010; Rastenyte
et al., 1998).

El accidente cerebrovascular es una enfermedad costosa que causa gran numero
de defunciones prematuras (The global burden of disease: 2004 update, 2008.;
Global status report on noncommunicable disaeses 2010, 2011.; Heart and Stroke
fact statistical supplement., 2000), discapacidad continua que afecta a muchos
sobrevivientes, repercusion en las familias o en los prestadores de asistenciay los
servicios de salud. Actualmente muchos paises estan invirtiendo grandes sumas de
dinero en las consecuencias y problemas de las enfermedades transmisibles,
mientras que las enfermedades crénicas no transmisibles estan en aumento. Las
cuales ademas de ser una causa importante de muerte, son causantes de algun
grado de discapacidad en pacientes que sobreviven a un accidente
cerebrovascular, los cuales después del evento necesitan ayuda en sus actividades
cotidianas, la cual debe ser proporcionada por los miembros de la familia, el sistema
de salud u otras instituciones sociales. De esta forma se hace necesaria una
coordinacion eficaz de la prevencién, el tratamiento y la rehabilitacion de los
pacientes en riesgo de tener un accidente cerebrovascular.
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3. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacion entre la presencia de los polimorfismos Hindlll, Pvull
y Serd447X del gen Lipoproteina lipasa (LPL) con el desarrollo del accidente
cerebrovascular isquémico en una muestra poblacional Colombiana.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar las frecuencias alélicas de los polimorfismos Hindlll, Pvull y Ser447X
del gen lipoproteina lipasa (LPL) en una muestra poblacional colombiana.

Caracterizar las frecuencias genotipicas de los polimorfismos Hindlll, Pvull y
Serd447X en el gen lipoproteina lipasa (LPL) en una muestra poblacional
colombiana.

Establecer el genotipo méas frecuente para Hindlll, Pvull y Ser447X en el gen
lipoproteina lipasa en pacientes con ACV isquémica en una muestra poblacional
Colombiana.
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4. MARCO TEORICO

5.1. ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

Inicialmente es importante aclarar la terminologia usada para referirse a la
enfermedad de interés en el presente estudio. Al consultar en la base de datos
“Medical Subject Heading” (MeSH), el término “cerebrovascular disease” no se
obtiene ningun resultado, sin embargo el término “stroke” da como resultado la
definicion para la patologia de interés. Para determinar cuél es el mejor descriptor
en espafiol se hizo la busqueda en la base de datos “Descriptores en Ciencias de
la Salud” (DeCS) para el término “stroke”, el correspondiente descriptor en espanol
es “accidente cerebrovascular’. Es asi como durante el desarrollo de la presente
investigacion se us6 el término accidente cerebrovascular para referirse a la
enfermedad objeto de la presente investigacion.

El cerebro es un 6érgano complejo que controla las funciones intelectuales, el control
centralizado del cerebro permite que el cuerpo de respuestas rapidas y coordinadas
frente a cambios en el ambiente. Un buen suministro de sangre es vital para la
funcion normal del cerebro; dos grandes vasos que van a lo largo de cada lado del
cuello, llevan la sangre desde el corazon hasta el cerebro. Los vasos sanguineos
se ramifican en las arterias cerebrales y transportan el oxigeno de nutrientes a todas
partes de cerebro (Global atlas on cardiovascular disease prevention and control,
2011).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud el accidente cerebrovascular isquémico
se define como la interrupcion del flujo sanguineo al cerebro, normalmente porque
un vaso sanguineo es bloqueado por un codgulo que puede estar directamente en
el sitio de la oclusién (accidente cerebrovascular isquémico trombético) o en otra
parte del sistema cardiovascular y sigue el torrente sanguineo hasta que obstruye
las arterias del cerebro (accidente cerebrovascular isquémico embolico). Cortando
el suministro de oxigeno y nutrientes, causando dafios en el tejido cerebral. El
sintoma mas comun es la debilidad o entumecimiento repentino de la cara, brazo o
piernay tiene una frecuencia mayor en un lado del cuerpo. Otros sintomas incluyen:
confusién, dificultad para hablar; dificultad para ver con uno o ambos ojos, dificultad
para caminar, mareo, pérdida del equilibrio o de la coordinacion, dolor de cabeza
severo sin causa conocida, desmayo o pérdida de conciencia (Estrategia paso a
paso de la OMS para la vigilancia de accidentes cerebrovasculares, 2005; Global
atlas on cardiovascular disease prevention and control, 2011; Heart and Stroke fact
statistical supplement., 2000).

Los efectos de un accidente cerebrovascular dependen de qué parte del cerebro se
lesiona y la severidad del cuadro clinico, en algunos casos puede causar la muerte
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subita. Se considera una afeccion neuroldgica focal (0 a veces general) de aparicion
subita, que perdura mas de 24 horas (0 causa la muerte) y de presunto origen
vascular. Su diagnéstico es clinico y soportado con pruebas de diagndéstico por
imagenes cerebrales (Global atlas on cardiovascular disease prevention and
control, 2011).

El accidente cerebrovascular es una enfermedad multifactorial en la que una
combinacion de factores de riesgo influyen con el transcurso del tiempo en la
probabilidad de que el sujeto presente esta afeccion (Estrategia paso a paso de la
OMS para la vigilancia de accidentes cerebrovasculares, 2005). Los principales
factores de riesgo se pueden dividir en tres categorias:

# Modificables: hipertension arterial (HTA), niveles elevados de colesterol,
consumo de tabaco, inactividad fisica, régimen alimentario, consumo
excesivo de alcohol, sobrepeso, diabetes, fibrilacién auricular y antecedente
de enfermedades cardiacas.

La hipertension ha sido establecida como el principal factor de riesgo para el
ACV isquémico o hemorragico, independiente de la filiacion étnica o el sexo
(Harmsen et al., 2009; lkeda et al., 2009; Sen et al., 1998; Sugiyama et al.,
1999). Las alteraciones cardiacas son ampliamente conocidas como una
importante fuente de embolismo cerebral (Evans et al., 2000; Rosamond W,
2007; Sen et al., 1998). La relacion del sobrepeso y la obesidad con el ACV
no son del todo consistentes y se encuentra influenciada por otros factores
como el tabaquismo, hipertension y diabetes. Sin embargo la evidencia
apunta a que la obesidad y el sobrepeso son claros factores de riesgo para
el ACV, particularmente en poblaciones en desarrollo en las cuales los
hébitos alimenticios y estilo de vida ha cambiado con el paso del tiempo
(Flegal et al., 2002; Shinton et al., 1995; Suk et al., 2003), adicionalmente las
concentraciones séricas de fibrinbgeno estan relacionadas como factor de
riesgo para el ACV y otras enfermedades cardiovasculares (Tanne D, 1999).
La diabetes y la intolerancia a la glucosa son uno de los factores de riesgo
mas importantes para el ACV debido al dafio macro y microvascular
sistémico asociado. La susceptibilidad de la intolerancia a la glucosa y al
desarrollo de diabetes mellitus tiene variaciones étnicas implicitas (Kissela et
al., 2005). El uso de anticonceptivos orales se ha relacionado con la
ocurrencia del ACV isquémico y hemorragico (Bushnell, 2009; Bushnell et al.,
2001; Mant et al., 1998). La dieta puede estar asociada a otros procesos
como la hipertensién, los niveles séricos de lipidos y el desarrollo de
aterosclerosis. Las dietas ricas en &cido folico se asocian con un nivel
reducido de homocisteina, cuyos niveles elevados estan asociados con
enfermedad aterosclerdtica prematura (Loépez-Jaramillo P, 2001). También
se ha observado una relacién inversa entre el consumo de potasio en la dieta
y la mortalidad por el ACV en la poblacion de raza negra hipertensa
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(Bushnell, 2009). Las circunstancias nutricionales en los paises en desarrollo
estan condicionadas por diferentes factores sociales, econémicos, politicos
y culturales (Fang et al., 2000; Lopez-Jaramillo et al., 2001). La enfermedad
aterosclerotica carotidea es reconocida como factor de riesgo para ACV y su
severidad condiciona el nivel de riesgo (Handa et al., 1995; Lee et al., 2007;
Prati P, 2008; Sacco et al., 2009) (Daniels et al., 2009; Javorsky et al., 2007;
Johansen et al., 2011; Larson et al., 1999; Long et al., 2006; Pasalic et al.,
2001; Sepetiba et al., 2007; Xie et al., 2010).

# Ambientales: el cigarrillo esta relacionado como factor de riesgo para las
diferentes clases de ACV independiente de la HTA y la edad (Tanizaki Y,
2000).

# Inmodificables: edad, género y antecedentes familiares como la herencia
genética.

Se han asociado como factores de riesgo tradicionales para ACV las
variaciones étnicas y sociales evidenciando que en raza negra y los caribefios de
ascendencia africana tienen tasas altas de incidencia y mortalidad para ACV (Anand
SS, 2000; Pradilla G, 1984; Saposnik, 2000). EI ACV es mas frecuente en las clases
sociales méas bajas. La edad es el predictor mas fuerte de ACV y esté representado
en las curvas de incidencia (Forster et al., 2009; Harmsen et al., 2009). El género
es un factor independiente de la raza; los hombres tienen un riesgo aumentado de
presentar ACV y mayor mortalidad asociada frente a las mujeres(Forster et al.,
2009; Reiner et al., 2000; Truelsen et al., 2006). Recientes investigaciones han
evaluado el papel de las alteraciones genéticas como marcadores de riesgo para el
desarrollo de ACV, estudios sobre asociacion molecular han demostrado que
polimorfismos (variantes genéticas) en multiples genes pueden ejercer un modesto
pero potencialmente significativo incremento de riesgo de accidente
cerebrovascular; al modificar enzimas involucradas en el metabolismo lipidico o
proteinas estructurales que forman parte del sistema vascular (Humphries et al.,
2004; Levine, 2005; Rastenyte et al., 1998; Reiner et al., 2000). Se ha descrito un
namero de polimorfismos que pueden incrementar el riesgo de ACV isquémico,
promoviendo la actividad protrombdética, una actividad fibrinolitica alterada, la
sintetasa endotelial de oOxido nitrico, la enzima convertidora de la angiotensina
(ACE) o el incremento en la homocisteina (Humphries et al., 2004).

5.2. EPIDEMIOLOGIA DEL ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el
mundo, una de las formas mas frecuentes de presentacion es el accidente
cerebrovascular (ACV); principal causa de incapacidad o perdida funcional y la
tercera causa de mortalidad en el mundo después de la cardiopatia isquémica y el
cancer (Silva FA, 2006).
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2011, 16,5 millones de
personas murieron por ECV, lo que representa el 30,4% de todas las muertes en el
mundo. De estas muertes, siete millones fueron causadas por una enfermedad
cardiaca isquémica y seis millones debido a un ACV (Global atlas on cardiovascular
disease prevention and control, 2011; WHO methods and data sources for global
causes of death 2000-2011, 2013). La prevalencia del accidente cerebrovascular es
de casi el 1% y la incidencia es de mas de 100 por cada 100.000 habitantes (Flynn
et al., 2008). En Colombia en el 2008 ocupd el tercer lugar como causa de muerte
por enfermedades crénicas en hombres entre los 45 y 64 afos, con una tasa de
34,8 por 100.000 habitantes; y el segundo puesto en mujeres mayores de 65 afos
con una tasa de 394,3 por 100.000 habitantes (Pérez, 2004; Warlow, 1998). En el
afio 2011, se presenté una tasa de 29,13 muertes por 100.000 habitantes (WHO
methods and data sources for global causes of death 2000-2011, 2013).

15 millones de personas en el mundo han tenido un accidente cerebrovascular, de
estos un tercio han muerto y cerca de cinco millones han quedado
permanentemente incapacitados volviéendose una carga para la familia y para la
comunidad. Mas del 85% de las muertes corresponden a habitantes de los paises
de ingresos bajos y medianos y un tercio a personas menores de 70 afios, la
afeccidon en personas menores de 40 afios se debe a valores elevados de tension
arterial y en los nifios (8% de los casos) se debe a la presencia de la anemia de
células falciformes (Global atlas on cardiovascular disease prevention and control,
2011; The global burden of disease: 2004 update, 2008.; Warlow, 1998). Hasta el
presente, casi toda la investigacion de evaluacion de los factores de riesgo para el
accidente cerebrovascular se ha realizado en paises de altos ingresos, muy poca
se ha realizado en paises de bajos recursos (Heart and Stroke fact statistical
supplement., 2000; Warlow, 1998); dentro de ellos Colombia, considerado un pais
de medianos a bajos ingresos (Flynn et al., 2008).

La presencia de un accidente cerebrovascular tiene impactos tanto en la persona
afectada, como en la familia, por los altos costos de la atencion médica, seguimiento
a la enfermedad y tratamiento. El accidente cerebrovascular es la quinta causa de
pérdida de productividad (afios de vida ajustados por discapacidad). Ello incluye los
afios de pérdida de productividad por razén de muerte o distintos grados de
discapacidad (Flynn et al., 2008; The global burden of disease: 2004 update, 2008.;
McKay, 2004).

Los paises en donde hay alta prevalencia de la enfermedad se ven afectados debido
a que deben destinar parte de su producto interno bruto en las secuelas producidas
por el ACV. Un ejemplo de ellos se observa a continuacion: En Estados Unidos, la
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Asociacion Americana del Corazon estima que la inversion en la atencion del
accidente cerebrovascular implico un costo de 73,3 billones de doélares en el 2010,
en costos directos como hospitalizacion, rehabilitacién y posibles complicaciones
médicas y en costos indirectos como la pérdida de productividad y mortalidad. En el
Reino Unido, en el afio 2010, el tratamiento y la pérdida de productividad de los
pacientes con ACV tuvo un costo de 9,8 billones de libras (Saka et al., 2009). En
Holanda la ACV es la segunda enfermedad en inversion en su atencion, después
de la demencia, se espera que para el 2015 los costos incrementen un 40%. En
Australia el costo total por ACV en el afio 2012 fue de 5 billones de délares,
incluyendo imagenografia, servicios médicos, medicamentos y terapia (2013; Flynn
et al., 2008; McKay, 2004).

5.3. METABOLISMO DE LiPIDOS

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares compuestos por lipidos y
proteinas, encargados de transportar triglicéridos, colesterol, esteres de colesterol
y fosfolipidos por el torrente sanguineo. Debido a que los &cidos grasos son menos
densos que el agua, la densidad de las lipoproteinas disminuye a medida que la
proporcion de lipido-proteina aumenta.

Existen cuatro grupos principales de lipoproteinas con funcion fisiolégica y atiles en
el diagnostico clinico: VLDL, IDL, LDL y HDL (Fromm, 2012; Murray R. , 2009). La
parte proteica de una lipoproteina se conoce como apolipoproteina y constituye el
70% en la HDL y 1% en quilomicrones. Una 0 mas apolipoproteinas estan presentes
en cada lipoproteina y dentro de sus funciones esta formar parte de la estructura de
la lipoproteina, ser cofactores enzimaticos y ligandos para interacciones con
receptores de proteinas en tejidos. En la tabla 1 se puede observar la composicion
lipidica y proteica de cada una de las lipoproteinas.

Tabla 1 Composicion de las lipoproteinas

Lipoproteina Fuente Densidad Composicion (%) Composicion  Apolipoproteinas
(9/mL) Protefna  Lipido lipidica
A-l, A-ll, A-IV,1 B-
Quilomicrén Intestino 0.92-0.96 1-2 98-99 Triglicéridos 48, C-l, C-Il, C-llI,
E
VLDL Higado 0.95-1.01 7-10 90-93  Triglicéridos ~ £100 G-l €Il C-
Intestino 11l
IDL VLDL 1.01-1.02 11 89 Triglicéridos B-100, E
Colesterol
LDL VLDL 1.02-1.06 21 79 Colesterol B-100
Higado
Intestino Fosfolipidos A-l, A-ll, A-lV, C-I,
HDL VLDL 1.06-1.25 57 43 Colesterol C-l, C-lll, D,2 E
Quilomicrén

30



En la Figura 1 se observa un resumen del metabolismo de las lipoproteinas. Los
acidos grasos libres producto de la accion de la lipoproteina lipasa sobre los
triglicéridos plasmaticos, son removidos rapidamente del torrente sanguineo a
procesos de oxidacion o esterificacion para formar triglicéridos en los tejidos.

La limpieza de quilomicrones de la sangre es rapida, aproximadamente una hora.
El triglicérido que proviene de quilomicrones es entregado principalmente en el
tejido adiposo, corazon, musculo e higado. Sin embargo, el higado no metaboliza
quilomicrones nativos o VLDL, asi, los acidos grasos en el higado son secundarios
a su metabolismos en tejidos extrahepaticos (Christopher K. Mathews, 2012).

La lipoproteina lipasa se encuentra en las paredes de los capilares sanguineos,
anclada al endotelio por la carga negativa de cadenas de proteoglicanos de heparan
sulfato y se encarga de la hidrolisis de triglicéridos de quilomicrones y VLDL. Tanto
fosfolipidos como ApoCll son necesarios como cofactores para la actividad de la
lipoproteina lipasa, mientras que ApoAll y ApoClll son inhibidores. La hidrolisis se
lleva a cabo mientras las lipoproteinas estan unidas a la enzima en el endotelio. Los
triglicéridos son hidrolizados progresivamente a diacilglicerol, luego a
monoacilglicerol y finalmente a &cidos grasos libres y glicerol. Parte de los acidos
libres liberados vuelven a circulacion, unidos a la albumina (Mead et al., 2002).

El receptor de VLDL permite que se produzca una interaccién cercana de la VLDL
con la lipoproteina lipasa facilitando de esta forma la hidrolisis del colesterol que la
VLDL posee. Como producto de esta hidrolisis se forma el IDL. Adicionalmente, la
VLDL puede ser tomada por el higado directamente via receptor de LDL o puede
ser convertida en LDL. Solo una molécula de ApoB100 esta presente en cada una
de estas particulas de lipoproteinas y esta se conserva a través del metabolismo
lipidico. Asi, cada particula de LDL es producto de una sola particula precursora de
VLDL (Christopher K. Mathews, 2012).

El LDL es captado a nivel hepético por los receptores B100: E por competencia con
las IDL. Los receptores periféricos B100, la internalizan y permiten su catabolismo
celular, libreando colesterol libre que inhibe la hidroximetilglutaril CoA reductasa,
enzima clave para la sintesis de colesterol. El colesterol libre reduce la sintesis de
receptores y estimula la esterificacion de colesterol. De esta forma regula la
concentracion de colesterol a nivel celular (Christopher K. Mathews, 2012).

La HDL se encarga del transporte reverso del colesterol desde los tejidos hasta el
higado, Unico 6rgano capaz de excretarlo. Inicialmente actla con los sistemas
transportadores transmembrana de colesterol. El colesterol libre en la superficie de
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la molécula, es esterificado e internalizado dejando un sitio para captar mas
colesterol (Fromm, 2012; Murray R. , 2009).

Figura 1. Resumen de metabolismo de lipoproteinas

Key

Hydrophilic layer
{protein, phospholipids,
etc.)

Glycero Fally 8Cids —————— g-Oxidation in peripheral tissues
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Fuente: http://www.pearsonhighered.com/mathews/ch18/frames.htm

5.4. LIPOPROTEINA LIPASA

Las lipasas son enzimas solubles en agua que hidrolizan los enlaces éster de
sustratos insolubles en agua, tales como fosfolipidos, triglicéridos y ésteres de
colesterol. La lipoproteina lipasa (LPL) es miembro de la familia de genes de los
triglicéridos, dentro de esta familia también se encuentra la lipasa hepatica, lipasa
pancreatica, lipasa endotelial, proteinas de huevo de Drosophila l, 2y 3 (YP1, YP2,
y YP3)(Kirchgessner et al., 1989; Wang et al., 2009; Wong et al., 2002).

La lipoproteina lipasa es sintetizada en las células parenquimales del corazon,
musculo esquelético y tejido adiposo pardo y se distribuye a través de la malla
vascular. Después de la sintesis, la LPL es secretada y luego transportada a la
superficie luminal de las células endoteliales en donde se ancla por medio de
interacciones idnicas con proteoglicanos de heparan sulfato (Mead et al., 2002). La
actividad de la enzima ha sido identificada en amplio rango de tejidos extra
hepaticos incluyendo; tejido adiposo, corazon, musculo esquelético, pulmones,
glandula mamaria, cerebro, riidn y macréfagos (Mead et al., 2002).

La funcion principal de la LPL es la hidrolisis de triglicéridos provenientes de
quilomicrones circulantes y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), removiendo
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las lipoproteinas de circulacién por medio de la liberacion de acidos grasos libres;
esto lo logra por medio de la unién a proteoglicanos heparan sulfato en la superficie
celular. La apolipoproteina, ApoClI es un coactivador para la actividad de la LPL en
presencia de lipidos en la superficie luminal del endotelio vascular (Mead et al.,
2002; Oka et al., 1990; Wang et al., 2009; Wong et al., 2002).

El gen que codifica para esta proteina se localiza en el cromosoma 8p22 (Figura 2)
gue abarca 30 Kb y contiene 10 exones de los cuales nueve exones codifican para
una proteina de 475 aminoé&cidos (Kirchgessner et al., 1989). (Figura 3)

Figura 2. Localizacion del gen LPL en el cromosoma 8.
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Fuente: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/LPL

Figura 3. Gen LPL
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Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4023

5.5. GENETICA DEL ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

El accidente cerebrovascular isquémico es una enfermedad compleja que
compromete un grupo heterogéneo de desordenes con multiples factores de riesgo,
lo cual implica que su componente genético sea mucho mas complejo (Rastenyte
et al., 1998). De esta forma su estudio genético se debe realizar tomando como
referencia genes causantes del ACV que no contribuyen directamente con el
genotipo, pero que tienen un efecto modulatorio o independiente en el rasgo de ACV
(Alrajeh et al., 2008). Existen factores de riesgos ampliamente descritos como lo
son la diabetes y la hipertension, que son parcialmente heredables, de esta forma
varios loci contribuyen al fenotipo de ACV (Alrajeh et al., 2008).

Se han llevado a cabo diversos estudios tanto de asociacién de genoma completo

(GWAS) como de SNPs, con el propdsito de encontrar genes individuales que
aumenten el riesgo de ACV (Tonk et al., 2007). Sin embargo, los resultados son
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confusos y dificiles de interpretar. Dentro de los posibles causales de la ACV se han
estudiado polimorfismos en genes de los factores hemostaticos, renina
angiotensina, 6xido nitrico, metabolismo de la homocisteina y metabolismo lipidico
(Hassan et al., 2000).

Los lipidos tienen una funcion clave en la patogénesis de la ateroesclerosis en
general (Hassan et al., 2000; Rastenyte et al., 1998). Se ha visto que individuos con
altos niveles de colesterol plasmatico, y de HDL, y bajo LDL tienen un mayor riesgo
de ateroesclerosis prematura. Este fenotipo se produce debido a la influencia de
marcadores genéticos, que abarcan desde polimorfismos en los genes que
codifican las apolipoproteinas, receptores de lipoproteinas o enzimas claves en el
metabolismo lipidico (Hassan et al., 2000). Trabajos bioquimicos, genéticos y
moleculares han permitido elucidar el rol de varios genes en la patogénesis de las
hiperlipidemias que predisponen a arterosclerosis. Dentro de las proteinas
estudiadas se encuentran: apoAl/Clll, apoB, lipoproteina lipasa, angiotensina,
paraoxonasa y apoE (Tonk et al., 2007) (Tabla 2).

Tabla 2 Genes asociados con ACV

Gen Polimorfismo Resultado Ref.
Lipoproteina A291G Asociacion  (Hassan et al., 2000; Johansen
lipasa Ser447X No et al., 2011; Rastenyte et al.,
Hindlll asociacion  1998; Tonk et al., 2007)
Pwvull
ApoE apoE3/E3/E4 Asociacion (Hassan et al., 2000; Johansen
apoE2/E3/E4 No et al., 2011; Rastenyte et al.,
asociacion  1998; Tonk et al., 2007)
Angiotensina  M235T Asociacion  (Hassan et al., 2000; Rastenyte
No et al., 1998)
asociacion
ApoA1/Clll Sstl Asociacion  (Hassan et al., 2000; Johansen
Xmnl No et al., 2011; Rastenyte et al.,
asociacion  1998)
ApoB Xbal No (Hassan et al., 2000)
asociacion
Paraoxonasal glul92arg Asociacion  (Hassan et al., 2000)
met54leu No
asociacion

5.6. POLIMORFISMOS EN EL GEN DE LA LIPOPROTEINA LIPASA

Se han descrito cerca de 100 mutaciones y polimorfismos de nucledtido simple
(SNPs) en el gen de la lipoproteina lipasa. Varias mutaciones causan deficiencia de
la LPL produciendo hiperlipoproteinemia tipo | mientras que mutaciones menores
pueden estar relacionadas con desordenes en el metabolismo de las lipoproteinas
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(Mead et al., 2002; Wang et al., 2009). Las mas frecuentes son mutaciones en
sentido erréneo en donde hay una sustitucion de un aminoacido por otro residual.
Un 80% de las mutaciones ocurren en regiones codificantes mientras el resto estan
en regiones no codificantes (Murthy et al., 1996), por lo menos 10 mutaciones se
han identificado en la regiébn promotora, produciéndose pequefias deleciones e
inserciones que llevan a un cambio en el marco de lectura (Georgiev et al., 2008).
Ademas, se han identificado mas de 50 mutaciones con pérdida de funcion
causando deficiencia de LPL (Reiner et al., 2000). La frecuencia de mutaciones
varia significativamente entre poblaciones, como también ocurre en su relacién con
producir o no el accidente cerebrovascular. Dentro de los polimorfismos mas
estudiados se encuentran Ser447X, Hindlll y Pvull (Chen et al., 2008; Hokanson,
1999; Rip et al., 2006).

El polimorfismo Ser447X (rs328) se produce por una mutacion en el exén 9 del gen
lipoproteina lipasa, que causa una transversion Citosina-Guanina produciendo un
coddn de terminacion prematuro, por consiguiente una proteina madura truncada
sin dos aminoacidos carboxilo terminales (Ser-Gly) (Stocks et al., 1992). El 20% de
la poblacién general es portadora de esta mutacion (Rip et al., 2006). Aun no es
muy claro el papel de esta mutaciéon pero varios estudios sugieren que la LPL
mutante tiene mayor actividad lipolitica, afectando la distribuciéon de las
lipoproteinas y el metabolismo en el cuerpo disminuyendo asi la aparicién de un
fenotipo aterogénico que predispondra para la hipertension, por consiguiente se
genera un incremento en los niveles de HDL y se disminuyen los niveles de
triglicéridos plasmaticos, sugiriendo que esta mutacidén ejerce un efecto benéfico
respecto al metabolismo lipidico (Clee et al., 2001; Kuivenhoven et al., 1997). Esta
mutacion ha sido estudiada extensamente pero los resultados de su actividad
lipolitica y su efecto como factor de proteccion varian. En algunas poblaciones se
ha observado una mayor actividad de la lipoproteina lipasa y en otras una actividad
45% mayor a la actividad normal lipolitica (Faustinella et al., 1991; Hata et al., 1990;
Kozaki et al., 1993; Stocks et al., 1992). Se ha demostrado su efecto protector para
ACV en poblacién francesa (Meschia et al., 2011), japonesa (Shimo-Nakanishi et
al., 2001), china (Zhao et al., 2003), finlandesa (Myllykangas et al., 2001), inglesa
(Mattu et al., 1994; Stocks et al., 1992), sueca (Rachel E. Peacock, 1992 ), brasilera
(Sepetiba et al., 2007), arabe (Salah et al., 2009), holandesa (Kuivenhoven et al.,
1997). Sin embargo, estudios realizados en la poblacion griega (Fidani et al., 2005)
y norteamericana (Morrison et al., 2002), no demostraron algun tipo de proteccion.
Por otra parte, esta la hipétesis que el alto metabolismo de la lipoproteina lipasa
puede liberar mas acidos grasos libres al tejido lo cual va a predisponer a la
obesidad (Huang et al., 2006).

El polimorfismo Hindlll (rs320) se localiza en el intron 8 del gen lipoproteina lipasa,
causado por una transversion de Timina por Guanina, y se ha encontrado asociado
con niveles elevados de triglicéridos y bajos niveles de colesterol HDL (Fidani et al.,
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2005; Myllykangas et al., 2001) ademas con el riesgo a desarrollar un accidente
cerebrovascular (Chen et al., 1996). En estudios realizados se ha visto que
molecularmente afecta el sitio de unidén de factores de transcripcion que regulan
este proceso en el gen, de esta forma afectando la expresion del LPL (Chen et al.,
2008). Estudios en la poblacién de Estados Unidos (Anderson et al., 1999), Francia
(Meschia et al., 2011), Gales (Mattu et al., 1994), India (Munshi et al., 2012), China
(Xu et al., 2008), Japdn (Shimo-Nakanishi et al., 2001), Brasil (Sepetiba et al., 2007),
Tanez (Rebhi et al., 2012) y Alemania (Larson et al., 1999) han evidenciado que la
presencia del polimorfismo altera los niveles lipidicos y actia como marcador de
predisposicion para el desarrollo de ACV. Pero en Rusia (Parfenov et al., 2007),
Arabia Saudita (Abu-Amero et al., 2003) e Italia [20] no se encontrd asociacion.

El polimorfismo Pvull (rs285) se encuentra en el intrén 6 del gen lipoproteina lipasa,
y es producto de una transicion Citosina-Timina (Castagnoli et al., 1987; Johnson et
al., 1990; Nasri et al., 1987), la region que contiene dicho polimorfismo puede
interferir con el correcto empalme del ARN mensajero (Horton et al., 1998). Se ha
asociado con niveles elevados de triglicéridos (Fidani et al., 2005; Myllykangas et
al., 2001), bajo colesterol HDL (Duman et al., 2004) y un aumento en la severidad
de la enfermedad coronaria en pacientes con Diabetes Mellitus Il (Socquard et al.,
2006); esto ha sido revelado en poblaciones de China (Xu et al., 2008), Estados
Unidos (Anderson et al., 1999), Brasil (Sepetiba et al., 2007), Australia (Wang XL,
1996), Francia (Meschia et al.,, 2011) y Japon (Shimo-Nakanishi et al., 2001).
Mientras en Macedonia (Georgiev et al., 2008) y Arabia Saudita (Abu-Amero et al.,
2003) no hubo diferencia en la distribucién de los polimorfismos entre los casos y
los controles.

En los estudios en donde no se encontré asociacion, los investigadores plantean
como posibles causas: dificultades en la seleccion de los pacientes (tamafio de
muestra poblacional, caracteristicas sociodemogréficas) o la existencia de otros
polimorfismos que podrian estar involucrados (Abu-Amero et al., 2003; Fidani et al.,
2005; Gambino R, 1999; Georgiev et al., 2008; Parfenov et al., 2007).
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los polimorfismos de nucle6tido simple: Hindlll, Pvull y Ser447X en el gen
lipoproteina lipasa estan asociados con el desarrollo del accidente cerebrovascular
en una muestra de poblacion colombiana?
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6. ASPECTOS METODOLOGICOS

7.1. TIPO DE ESTUDIO
El disefio del estudio es de casos y controles, de tipo observacional y analitico.

7.2. AREA DE ESTUDIO
Las muestras usadas para la realizacion del estudio provenian de centros médicos
de las ciudades de Cali, Bogot4, Bucaramanga y Medellin.

7.3. MUESTRAS

El presente estudio hace parte del macroproyecto “Evaluacion de la asociacion de
polimorfismos de la lipoproteina lipasa y enfermedad cerebrovascular isquémica en
poblacion de raza hispana (estudio POLEC)”. En el cual se conté con la informacién
epidemioldgica y clinica, asi como las muestras de sangre incluyendo buffy coat
para el andlisis de polimorfismos de 694 individuos, de ambos sexos pertenecientes
al estudio FRECVI, estudio multicéntrico nacional denominado Prevalencia de
Factores de Riesgo para Enfermedad Cerebrovascular Isquémica financiado por
Colciencias (Codigo: 65660412913). El reclutamiento tanto de los casos como de
los controles se hizo dentro del marco de este estudio. El muestreo se realiz6 en las
ciudades de Cali, Bogota, Bucaramanga y Medellin. Fue ejecutado por la Fundacion
Cardiovascular de Colombia y contaba con aval del comité ético de dicha institucion,
los pacientes al ingresar al estudio firmaron consentimiento informado en donde
autorizaban el uso de los datos para analisis genético.

El estudio POLEC contaba con 347 casos que correspondian a pacientes con
accidente cerebrovascular (ACV) isquémico; diagnosticado clinicamente y como
soporte se tenia la Tomografia Axial Computarizada (TAC). Por otra parte los
controles (347) eran personas sin ACV isquémico y sin ningun grado de
consanguinidad con los casos (pacientes con ACV) y entre ellos, que visitaban los
centros de salud en donde se encontraban los individuos reclutados. El Comité de
Etica en Investigaciones de la Fundacion Cardiovascular de Colombia y de la
Universidad Industrial de Santander avalaron el proyecto POLEC.

El presente estudio contribuy6 al macroproyecto POLEC con la realizacion de la
genotipificacion de las muestras en el laboratorio de genética de la Universidad
Industrial de Santander y el respectivo analisis de genética de poblaciones. Fue
avalado por el comité de ética de la Universidad Industrial de Santander
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7.3.1. Criterios de inclusion

Pacientes participantes del estudio de Prevalencia de Factores de Riesgo para

Enfermedad Cerebrovascular Isquémica (FRECVI)
Muestra de buffy coat para extraer DNA

¥ Casos: Personas con diagnostico definitivo de ACV isquémico agudo no

cardioembodlico.

¥ Controles: personas sin ACV isquémico que no tengan ningin grado de

consanguinidad definida con el paciente caso incluido.

7.3.2. Criterios de exclusion

# Antecedente de cirugia reciente (30 dias previos), cancer, enfermedad

hematoldgica, hepatica o renal (Creatinina > 1.5 mg%).

# Pacientes en tratamiento con anti-inflamatorios (excepto ASA en dosis como

antiagregante 75 a 300 mg/d).
# Mujeres en embarazo.

¥ Se excluyeron todos los pacientes con eventos cardioembolicos.

5.4. VARIABLES DE ESTUDIO

En la tabla 3, se observan las variables que se tuvieron en cuenta para realizar el

estudio, su escala de medicion y tipo de variable.

Tabla 3 Variables de estudio

VARIABLE ESCALA DE

MEDICION TIPO
Edad Afos cumplidos Razon
Genero Hombre/Mujer Nominal
Sociodemograficas Color de piel :
Raza L, Nominal
(autodefinicion)
Estado civil Condicion civil Nominal
Peso Kilogramos (kg) Razon
Talla Metros (m) Razon
Indice de masa Kg/m? Raz6N
corporal
Circunferencia Centimetros (cm) .
abdominal Razon
Facto_r Q,e Historia de ACV en
exposicion .
Antecedente familiares de Nominal
familiar de ACV  cebador grado de
consanguinidad
Antecedente Historia personal de _
enfermedad Nominal

personal de ECV .
cardiovascular.
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VARIABLE ESCALA DE

MEDICION TIPO
Nivel de presidon Milimetros de .
. : Razdn
arterial mercurio (mmHgQ)
Nivel sérico de
I(Itlcr)ilgfi)cse'riolos Miligramos por
' decilitro (mg/dL) Razon
colesterol  total,
colesterol LDL,
HDL
. . Miligramos por .
Glicemia decilitro (mg/dL) Razoén
Numero de
Tabaquismo cigarrillos fumados Razén
por dia
antihipertensivos,
hipoglucemiantes,
Consumo de hipolipemiantes, .
: ) Nominal
medicamentos anticoagulantes,
compuestos
hormonales
Genotipificaciéon
Alelo C
Ser447X (rs328) Alelo G
. Alelo T Nominal
Hindlll (rs320) Alelo G
Alelo C
Pvull (rs285) Alelo T

7.5. GENOTIPIFICACION
Se realiz6 en el laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la Universidad
Industrial de Santander.

Antes y después de empezar los experimentos, se limpié con extran y etanol 70%,
tanto el area de trabajo como la centrifuga y micropipetas. El analista utilizé bata,
guantes y tapabocas.

Ademas para cada ensayo se us6 un control positivo para garantizar que las
condiciones de la reaccion fuesen las adecuadas y un control negativo para
garantizar que no hubo contaminacién en los reactivos o contaminacion cruzada.
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Para aumentar la validez del estudio y eliminar posibles sesgos diferenciales se usé
la técnica de enmascaramiento en donde al hacer el procesamiento a nivel de
laboratorio de las muestras, el analista no sabia que muestras actuaban como
controles o casos. Ademas, el 10% de las muestras se procesaron por duplicado,
con el objetivo de garantizar la calidad de los resultados obtenidos (repetibilidad y
reproducibilidad)

7.5.1. Extraccion de ADN

El ADN fue extraido a partir del buffy coat de cada paciente el cual se encontraba
almacenado a -70°C. La técnica de extraccion usada fue Fenol cloroformo siguiendo
el protocolo que describe la Figura 4.

Debido a la alta toxicidad de las sustancias usadas en el proceso de
desnaturalizacion de proteinas y separacion de ADN, se tomaron medidas de
bioseguridad adicionales; uso de doble guante de nitrilo, mascara de gas, gafas
protectoras y bata desechable.
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Figura 4. Protocolo de PCR

Lisis celular, desnaturalizacidn de proteinas e inhibicidn de nucleasas:

En un tubo esteril eppendorf de 1.5 agregar 400ul de buffy coat, 50ul de SDS 10%
(temperatura ambiente) y 5ul de Proteinasa K (20mg/mL) y dar vortex

Incubar a 56°C toda la noche con agitacién suave.

Spin en centrifuga

\/

Desnaturalizacion de proteinas y separacion de ADN

Agregar 20uL de NaCl 5M(T ambiente), 287.5uL de fenol (4°C) y 287.5uL de
Cloroformo:alcohol isoamilido 24:1 (4°C) y se mezcla por inversion.

Centrifugar por 3 minutos a 12000rpm

Pasar fase acuosa con una punta amarilla cortada a un tubo ependorf de 1,5mL
respectivamente marcado.

Afadir 575ulL de clroformo: alcohol isoamilico 24:1 (4°C), mezclar por inversion y
centrifugar.

Recoger fase acuosa

A4

Precipitacién de ADN:

Afadir ImL de etanol 96% (-20°C)
Guardar 1 hora a -20°C
Centrifugar 15 minutos a 12000rpm

Descartar etanol

Dejar secar precipitado a temperatura ambiente
Resuspender en 100ul de buffer TE

Almacenar a 4°C

Protocolo validado en el laboratorio de genética UIS. Facultad de Salud UIS
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Verificacion de extraccion

Para visualizar el ADN extraido se hizo electroforesis en gel de agarosa al 2%. 20
minutos de corrido a 120V. Para tefiir el ADN se usO0 bromuro de etidio y se
visualizaron en un transiluminador de luz UV.

Aquellas muestras en las cuales no se visualizaba banda se les hacia re-extraccion.

7.5.2. Métodos moleculares

Los cebadores usados para detectar los SNPs Hindlll y Pvull se tomaron de
literatura publicada (Castagnoli et al., 1987; du Plessis et al., 1996; Groenemeijer
et al., 1997; Shimo-Nakanishi et al., 2001; Stepanov et al., 1993; Wang et al., 2011;
Zhao et al., 2003). Mientras que los cebadores para detectar Ser447X se disefiaron
por medio del programa primer3. En la Tabla 6. Se pueden visualizar las secuencias
de los cebadores utilizados.

Inicialmente se pensaban usar los cebadores comunmente reportados en la
literatura (Shimo-Nakanishi et al., 2001; Stocks et al., 1992) con su respectivo
protocolo de amplificacion, sin embargo al utilizar los cebadores hacia adelante
(primer forward): 5-CATCCATTTTCTTCCACAGGG-3' y Reverso (primer reverse):
5-AGTCTGGTGAGCATTCTGGGCTA-3' para amplificar el fragmento que
corresponde al polimorfismo Ser447X no se observo amplificado para 14 muestras
procesadas a pesar de modificar la temperatura de hibridacion. Por tanto se disefié
un cebador para amplificar el fragmento que corresponde al polimorfismo Ser447X,
usando el programa primer3.

Los pasos para el disefio del cebador fueron:

En la base de datos dbSNP se buscé la identificacion del SNP correspondiente a
Serd47X, rs328, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=328)
Dicha base de datos muestra informacion sobre el SNP; validez, ubicacion,
secuencia, diversidad poblacional, etc. Se copio la secuencia dentro del gen de la
lipoproteina lipasa alrededor del SNP Ser447X, y se pegd en la pagina primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi), antes de correr el
programa se seleccionaron los parametros “Pick left primer or use left primer below”,
en “Product Size” se ajust6 el pardmetro del tamafio del producto a 80-350.

En la nueva ventana aparecen posibles cebadores que se podrian utilizar con
informacion correspondiente al lugar en donde empieza la secuencia, la longitud del
cebador, la temperatura de hibridacién (Tm), porcentaje de guanina-citosina (gc%),
apareamiento de los cebadores (3’) y tamafio del producto amplificado.
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Los criterios de seleccion para elegir el cebador fueron:

Tm: no superar los 60°C

3’: no superar 2

Posteriormente se ubicaron los cebadores dentro de la secuencia y se verifico si
habian SNPs dentro de la secuencia del cebador, en caso de ser asi el cebador era
invalido. Para ubicar los SNPs dentro de la secuencia del cebador, se uso la base
de datos dbSNP, dando clic en “Neighbor
SNP” se pueden localizar los SNPs cercanos a Ser447X.

Se revisaron los cebadores hacia adelante y reverso reportados en la literatura
(Hindlll 'y Pwvull) y los cebadores disefiados (Ser447X), usando las herramientas
bioinforméticas Blast y Genebrowser; para asegurar que las secuencias de los
cebadores estuvieran en los cromosomas del gen y no en secuencias diferentes
dentro del genoma.

La verificaciobn por blast se hizo como se describe a continuacion: Ingresar a
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_ SPEC=
OGP__9606__ 9558, pegar la secuencia del cebador hacia adelante en “Enter
accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)”. Los resultados obtenidos
permitieron evaluar la homologia del cebador con el genoma del gen de interés,
indicando que la secuencia del cebador se encuentra en el cromosoma 8 Humano
con 100% de identidad y cobertura. Cabe resaltar que al momento de ingresar el
cebador reverso fue necesario convertirlo en su reverso complementario. Teniendo
en cuenta que el programa para el disefio de los cebadores lo disefia tomando como
base la cadena de ADN con direccion 5 —3'.

La verificacion por Genebrowser se hizo entrando a la péagina
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr, y en las casillas “primer Forward y primer
Reverse” poner las respectivas secuencias. El programa abre una nueva ventana
en donde se encuentra la secuencia y el tamafio en pares de bases. En caso que el
cebador no fuese identificado por el programa, este se descartaba.
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7.5.3. Amplificacion del ADN gendémico

-Reaccion de amplificacion (PCR)

En la tabla 4. Se observan los reactivos y la cantidad usada en la reaccion de
amplificacion

Tabla 4 Reaccion de amplificacion

Reactivo Cantidad
ADN gendmico 13uL
Cebador (c/u) 200umol
Buffer 5x SuL
MgCl2 2.5mM
Nucledétidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 50umol/L
Taq 1U
Volumen final 25uL

-Protocolo de amplificacién
Los protocolos a usar en el termociclador para realizar las amplificaciones de cada
una de las regiones a estudiar se mencionan en la Figura 5,6y 7.

Figura 5. Protocolo de Termociclador para Ser447X (rs328)

Desnaturalizacién
94°C x 5 minutos

Desnaturalizacion
94°C x 1 minuto

30 ciclos

Extension Hibridacion

72°C x 1 minuto 60°C x 1 minuto

Extension
72°C x 10 minutos
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Figura 6. Protocolo de Termociclador para HindlIl (rs320)

Desnaturalizacion

94°C x 5 minutos

Desnaturalizacion

4°C x 1 minuto

30 ciclos

Extension Hibridacidn

72°C x 1 minuto 55°C x 1 minuto

Figura 7. Protocolo de Termociclador para Pvull (rs285)

Desnaturalizacion

94°C x 5 minutos

Desnaturalizacién

94°C x 1 minuto

30 ciclos

Extension Hibridacion

72°C x 1 minuto 57°C x 1 minuto
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Verificacion de amplificados

Para visualizar los fragmentos amplificados se hizo electroforesis en gel de agarosa
al 2%. 60 minutos de corrido a 80V. Para teiiir las bandas de ADN se us6 bromuro
de etidio y estas fueron visualizadas en un transiluminador.

7.5.4. Digestién y electroforesis

Los Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) son diferencias
en la secuencia de ADN que son reconocidas por enzimas de restriccion las cuales
crean fragmentos que permiten distinguir individuos teniendo en cuenta los tamafos
de estos(Cooper., 2007).

El ADN amplificado es tratado con enzimas de restriccion las cuales hacen un
proceso de corte en un punto de reconocimiento de la secuencia cortando un
fragmento de ADN en dos o0 més fragmentos. En caso que la enzima de restriccion
no reconozca la secuencia, el ADN no es cortado. Los RFLP se visualizaron por
medio de electroforesis. La presencia y la ausencia de un punto de restriccion es
equiparable a la existencia de dos alelos (Gahan, 2005). El reactivo y la cantidad
usada para realizar la digestién se visualizan en la tabla 5.

Tabla 5 Reaccion de digestion Ser447X (rs328), Hindlll (rs320) y Pvull (rs285)

Reactivo Cantidad

Ser447X  Hindlll Pvull

(rs328) (rs320) (rs285)
Buffer4 10X 1X - -
Buffer2 10X - 1X 1X
BSA 100X 0.5X - -
Enzima de restriccion (New England 4U 4U 4U
Biolabs®) Mnlll Hindlll Pvull
Amplificado 15uL 15uL 15uL
Volumen final 20uL 20uL 20uL
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Las enzimas para digestion, las condiciones de electroforesis y los fragmentos
resultantes se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6 Cebadores para PCR para los tres polimorfismos estudiados, enzimas de digestion y fragmentos
resultantes.

Enzimas y

Cebadores (5’->3’) secuencia T°C/H Electroforesis Fragmentoi
. 2 resultantes
palindrémicas
Alelo C:
Polimorfi Ser447X (rs328) 40 Mnll 315bpy
olimorftismo ser rs ' '
5-CTGATTCTGATGTGGCCTGA-3' 5,"'CCTC (N)7I:\'"3 . 20bp )
5-CATGAAGCTGCCTCCCTTAG-3’ 3...GGAG (N)é"...5 Alelo G:
256bp, 59bp
y 20bp
37°C Agarosa al Alelo T:
Polimorfismo Hindlll (rs320) 4U Hindlll 16 2%. 80 voltios  140bp y
5-GATGCTACCTGGATAATCAAAG-3  5-AYAGCTT-3’ horas por1hora  210bp
5-CTTCAGCTAGACATTGCTAGTGT-3’ 5 -TTCGAAA-3’ Alelo G:
350bp
o 4U Pwull Alelo C:
Polimorfismo Pvull (rs285) 5. CAGYCTG-3’ 431bp
5-ATCAGGCAATGCGTATGAGGTAA-3’ , , Alelo T:
5-GAGACACAGATCTCTTAAGAC-3  9-GTCaGAC-3 222bp y
209bp

Visualizacion de fragmentos de restriccién

La visualizacion de los fragmentos de digestion obtenidos se hizo con electroforesis
en gel de agarosa al 2%. 45 minutos de corrido a 80V. Para tefiir los fragmentos de
digestidén obtenidos se usé bromuro de etidio y se visualizaron con la ayuda de un
transiluminador.

Para identificar el tamafio del fragmento obtenido, se us6é marcador de peso
molecular de 50bp (Promega®).

7.5.5. Secuenciacion

Se realiz6 secuenciacion de 12 muestras con diferente genotipo para cada uno de
los polimorfismos para confirmar que el fragmento que estaba siendo amplificado
pertenecia al gen de interés y que la asignacion nucledtida para los fragmentos de
restriccion obtenidos en gel de agarosa correspondian al polimorfismo que se
deseaba identificar.
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El kit usado para secuenciacion fue “BigDye terminator v3.1 Cycle sequencing kit”
(Applied Biosystems®), la reaccion de secuencia se fundamenta en el método
enzimatico de Sanger, en el cual se usan analogos dideoxirribonucleotidos (sin
grupo 3'OH) que se incorporan a la cadena creciente de ADN, sin embargo el
siguiente nucleétido no puede ser incluido, de esta forma la sintesis de la cadena
de ADN se bloquea (Cooper., 2007). La reaccion contiene cuatro dideoxinucleotidos
gue pueden ser agregados al mismo tiempo en la reaccion, cada uno de los cuales
se encuentra marcado con un fluorocromo (Tabla 7). Al incorporarse de manera
aleatoria se van a crear un conjunto de fragmentos de ADN de diferentes longitudes,
complementarios al molde de ADN que estd siendo secuenciado con un
dideoxinucleotido marcado. (Cooper., 2007)

El equipo funciona de manera automatica, inyectando las muestras en un capilar
previamente cargado con polimero POP6 que funciona como gel de secuencia,
permitiendo separar fragmentos de ADN de cadena sencilla que se diferencian en
una Unica base. A medida que la cadena de ADN migra a través del gel, esta pasa
por un laser que excita las sondas marcadas en los dideoxinucleotidos, emitiendo
de esta forma luz que es detectada por un fotomultiplicador que esta conectado a
un computador que colecta y analiza los datos para determinar la secuencia de
ADN. El protocolo de secuenciacion utilizado se describe en la Figura 8.

Tabla 7 Identificacion de dNTP en secuenciacion

Color Base Fluorocromo
Azul Citosina 5-FAM

Verde Adenina JOE
Amarillo Guanina TAMRA

Red Timina ROX
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Figura 8. Protocolo de Secuenciacion

En un tubo eppendorf de 1.5mL agregar 20uL de amplificado, 20uL de
H20miliQ y 60uL de etanol 100% (-20°C)

Agitar y reposar 20-30 minutos a Tamb y oscuridad
Centrifugar 20 minutos a 14000rpm

Retirar etanol con una punta de 200uL

Lavar con 250uL de etanol 70%

Centrifugar 20 minutos a 14000rpm

Dejar secar boton

Resuspender en 10uL de H20miliQ

A4

PCR Bitdye terminator

PCR BitDye Terminator
Reactivo Canfidad |
Master Mix BitDye terminator AL 96°C X 10 segundos
Primer 3.2omol .
Buffer 5X AL N
Amplificado H0ng
Volumen final 10uL

T -

4

Purificacion
Dar spin por 1 minuto

Agregar 45ulL de solucién SAM y 10uL de solucién terminator
Sellar plato con papel aluminio
Vortex por 30 minutos a 2000rpm
centrifugar 2 minutos a 1000g
ABI Prism 310®
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7.6. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS
Para el analisis se construyé una base de datos por duplicado, se verificO su
contenido utilizando la herramienta Validate del software Epi Info®.

7.7. ANALISIS ESTADISTICO

7.7.1 Célculo de tamafio efectivo de la poblacion

El tamafio efectivo de una poblacion es el nimero de individuos en una poblacién
ideal (poblacion hipotética en equilibrio de Hardy Weinberg, con tamafio estable,
igual razén de sexo, no migracion, mutacidn o seleccidon) que tiene la misma
magnitud de deriva genética aleatoria como la poblacion que se esta estudiando
(Daniel L. Hartl, 1997).

Se evalu6 el tamafio efectivo de la poblacién teniendo en cuenta la razon de sexo
(Hedrick, 2005). Debido a que diferencias en la distribucién de hombres y mujeres
en una poblacién, crean un cuello de botella, ya que la mitad de los alelos en una
generacion deben venir de cada sexo, cualquier desviacién de la igualdad en la
razén de sexo puede aumentar la oportunidad de deriva genética aleatoria (Daniel
L. Hartl, 1997; Hedrick, 2005).

El calculo se hizo usando la férmula:
4N, Ny

® " Np+ Ny

7.7.2. Caracterizacién sociodemogréafica

Se hizo utilizando medias y frecuencias con sus respectivas desviaciones estandar
y porcentajes de las variables cuantitativas. Para comparar variables categoéricas se
utilizé la prueba de Chi cuadrado y para variables continuas la prueba t de Student.
El procesamiento estadistico de las variables clinicas y demogréficas se realizo
utilizando el programa Statal2® y SPSS9® (Corp, 2010; support, 2011). En caso
de encontrarse diferencias significativas entre las variables medidas en las
poblaciones estudiadas se realiz6 una regresion logistica ajustada por edad y
género; dado los valores de las variables independientes, se estima la probabilidad
de que se presente el ACV, la influencia de cada variable independiente sobre la
presencia de ACV se evalué en forma de OR intervalo de confianza del 95%. Un
OR mayor que uno indica aumento de la probabilidad del evento y un OR menor
que uno implica disminucion (Lazcano-Ponce et al., 2001).
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7.7.3. Andlisis descriptivo de los polimorfismos

Las frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos estudiados fueron calculadas
usando el programa Arlequin3.5.1.2®(lab, 2010) y snpstats (Sole et al., 2006). La
distribucion de los alelos fue evaluada con una prueba de Chi cuadrado.

7.7.4. Andlisis descriptivo de haplotipos

Las frecuencias para cada haplotipo se calcularon usando el programa
Arlequin3.5.1.2® (lab, 2010), debido a que la fase gamética era desconocida,
Arlequin® realizo el célculo usando el algoritmo esperanza-maximizacion (EM). El
cual es un procedimiento iterativo que permite obtener estimaciones de probabilidad
méaxima de las frecuencias de haplotipos a partir de datos de genotipo. Inicialmente
estima frecuencias para cada posible haplotipo, posteriormente usa estas
estimaciones para calcular las frecuencias genotipicas esperadas para cada
fenotipo bajo HWE. Con las frecuencias de cada combinacién de genotipos se
pueden obtener las frecuencias de cada haplotipo. Este proceso se repite varias
veces hasta que las frecuencias haplotipicas alcanzan el equilibrio (lab, 2010).

7.7.5. Test de equilibrio de Hardy Weinberg

Las frecuencias alélicas especificas observadas en casos y controles fueron
evaluadas por medio de la prueba equilibrio de Hardy-Weinberg usando el programa
Arlequin3.5.1.2® (lab, 2010). El estado de equilibrio ocurre cuando los
apareamientos han ocurrido al azar (J.C et al., 2002; M.A et al., 2005). La presencia
de un estado de equilibrio indica que la poblacién estudiada es homogénea con
respecto a la frecuencia y distribucion de distintos alelos y no es una mezcla de
subpoblaciones con distintas frecuencias y distribucion de alelos para el gen
estudiado (R et al.,, 2005). En este ultimo caso (ausencia de equilibrio), si las
subpoblaciones tienen diferente riesgo de presentar un accidente cerebrovascular,
los casos y los controles no eran comparables. Para ajustar los resultados
estadistico al hacer la comparacién multiple se usé la correccion de Bonferroni,
debido a que si se manejaba un valor p 0,05 existia una probabilidad de 5% de
cometer un error estadistico tipo 1 (rechazar falsamente la hip6tesis nula). Aplicando
la correccion de Bonferroni, el valor p 0,05 se dividié en el nimero de marcadores
evaluados (3), dando un nuevo valor p de 0,016 (J.C et al., 2002).

7.7.6. Estructura genética
El andlisis de estructura es importante en estudios de asociacién ya que la
existencia de estructura puede llevar a resultados falsos positivos (M.A et al., 2005).

El indice de fijacion (Fst) mide la variacion de las frecuencias alélicas entre
poblaciones y por tanto la diferenciacion genética entre ellas, evaluando el efecto
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de las divisiones de una poblacion en la heterocigocidad de las subpoblaciones
debido al efecto de la deriva genética (M.A et al., 2005). Un valor cercano a 0 indica
gque no hay subpoblaciones y no existen divergencias genéticas entre las
poblaciones y con un valor cercano a 1 indica subestructura extrema. Es asi como
valores entre 0 y 0,05 se pueden considerar como indicativos de poca diferenciacion
genética insignificante, el rango entre 0,05 y 0,15 indica moderada diferenciacion
genética, valores entre 0,15 y 0,25 indican grande diferenciacion genética y valores
superiores a 0,25 indican diferenciacion genética altamente significativa (Daniel L.
Hartl, 1997).

La distribucion de los valores de Fst toma como hipétesis la no diferencia entre las
poblaciones y se obtiene permutando haplotipos entre poblaciones, el valor p de la
prueba es la proporcién de permutaciones que conducen a un valor Fst mayor o
igual al observado (lab, 2010).

El calculo de estructura genética se hizo en el programa Arlequin® con un nivel de
significancia del 0,05 (lab, 2010).

7.7.7. Analisis de asociacion de polimorfismos con el ACV

Para controlar posibles sesgos dentro del estudio se realizd una regresion logistica,
en la cual se incluyeron las variables de confusion (Edad y género) en un modelo
matematico. Debido al alto riesgo de perder muestras no se hizo apareamiento de
variables.

La asociacion entre el genotipo y el fenotipo se determiné por odds radio (OR) con
un intervalo de confianza del 95%. Las probabilidades de tener un alelo especifico
es definida como la frecuencia de sujetos portadores entre la frecuencia de sujetos
no portadores. EI OR para la ACV es la probabilidad del grupo de enfermos de tener
el alelo asociado con el desarrollo del accidente cerebrovascular relacionado con el
grupo de los no enfermos (E et al., 2001). Un valor de p 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo en todos los analisis. Dicho andlisis se hizo en el
programa Statal2®, SPSS9® y snpstats (Corp, 2010; Sole et al., 2006; support,
2011).

Modelos de herencia

Para estimar adecuadamente el grado de asociacion usando OR se definieron
modelos de herencia para cada marcador. Por ejemplo, para Ser447X la mutacion
C es un SNP en el que el alelo variante G modifica la exposicion de la enfermedad
de interés. Ya que cada individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado
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con cada genotipo puede depender del numero de copias de G (Lewis, 2002; Lewis
et al., 2012; R et al., 2005).

# Modelo dominante: supone que una Unica copia de G es suficiente para
modificar el riesgo y ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud.
De esta forma se comparan homocigotos GG y heterocigotos CG con los
homocigotos CC.

# Modelo recesivo: supone que son necesarias dos copias de G para modificar
el riesgo, asi, se comparan heterocigotos CG y homocigotos CC con
homocigos GG.

# Modelo codominante: cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad
diferente. Se comparan los heterocigotos y homocigotos variantes por
separado respecto a los homocigotos del alelo mas frecuente.

7.7.8. Test de desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento, es la tendencia de los alelos de dos loci separados,
pero ligados, de encontrarse juntos con mas frecuencia de lo que podria esperarse
Gnicamente por la casualidad (B.S, 1996; J.C et al., 2002; M.A et al., 2005). Esto se
evalué mediante la estimacion de las frecuencias observadas de los haplotipos
especificos, es decir, las posibles combinaciones de alelos en el loci Hindlll, Pvull y
Serd47X, se usoO el programa Arlequin3.5.1.2® para realizar dicho célculo (lab,
2010). Se uso la prueba de chi cuadrado con un grado de libertad y un valor p=0,05,
en donde valores mayores a este permitirdn rechazar la hipétesis nula de no
desequilibrio de ligamiento en los marcadores analizados (R et al., 2005).

7.7.9. Andlisis de asociacion de los haplotipos con la enfermedad
Los posibles haplotipos se analizaron en relacion con la enfermedad mediante un
modelo de regresion logistica usando el programa snpstats (Sole et al., 2006).

7.8. ASPECTOS ETICOS

El proyecto es de “riesgo minimo”, segun el numeral B del articulo 10 de la
resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia y los
lineamientos contemplados en la dltima version de la Declaracion de Helsinki. Los
objetivos de este estudio estaban contenidos desde el comienzo en el estudio
FREC-VI y las personas que ingresaron como casos y controles realizaron el
procedimiento del consentimiento informado en el que se especificé los objetivos de
este estudio, por lo que no se requiere del proceso de re-consentimiento.
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La participacion fue voluntaria y no se proporcion6 retribucion econémica por ella.
La informacion recolectada en el estudio fue estrictamente confidencial y s6lo estuvo
disponible para los investigadores bajo un sistema de codificacion desarrollado en
el estudio, en el que no se cuenta con los nombres de los pacientes. No se manejé
informacion catalogada sensible. Los resultados del estudio se publicaran, pero en
ningun caso se identificar4 personalmente a ninguna persona participante en el
estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad
Industrial de Santander. Durante la investigacion se preservaron los principios de
beneficencia, no maleficencia, autonomia y justicia

7.9. CONTROL DE CALIDAD

Las muestras de sangre ya colectadas se encontraban almacenadas e identificadas
con un codigo interno. Toda la informaciéon recolectada se registrd6 en formatos
disefiados y estandarizados (CRF). Las bases de datos fueron digitadas por
duplicado y todos los errores de digitacion detectados fueron corregidos.

A nivel de laboratorio los analistas se encontraban enmascarados. Para cada
ensayo se usaba un control positivo y un control negativo. La lectura de los geles
de agarosa se hizo por duplicado. La estudiante de maestria hizo registro fotogréafico
de cada uno de los geles, lectura correspondiente y digitalizacién en base de datos,
posteriormente los peritos del laboratorio de genética hacian lectura de la foto de
los geles y las consignaban en una base de datos. Finalmente se comparaban las
lecturas de los dos analistas. Adicionalmente, el 10% de las muestras se procesaron
por duplicado.

La oficina de disefio y desarrollo de proyectos del Instituto del Corazén de la FCV
fue la responsable por el manejo de los datos. Cuando los datos estuvieron
correctamente consignados (doble digitacion de la nueva informacion), se
calcularon las medias y rangos y se cruzaron las variables relevantes para identificar
inconsistencias o valores extremos, los cuales podrian resultar de errores del
manejo de los datos (analisis de consistencia interna). Cualquier error detectado fue
corregido usando el formato original y los reportes de laboratorio como referencia,
preservando las bases originales sin cambios. Todas las modificaciones de las
bases de datos fueron documentadas.
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7. RESULTADOS

8.1. TAMANO DE MUESTRA

La FCV entrego 716 buffy coat, sin embargo algunas muestras no eran de buena
calidad, al tener coagulos o la cantidad de muestra insuficiente para hacer la
extraccion, fue asi como se logro extraer 701 ADN. Esta cantidad se sometié a PCR-
RFLP para cada uno de los polimorfismos sin embargo algunas muestras no se
pudieron genotipificar para los tres polimorfismos. Quedando con genotipificacion
completa 646 muestras.

Al evaluar la base de datos construida por la FCV, se encontré que no todos los
pacientes tenian la informacion completa para cada una de las variables. La
proporcién de datos incompletos era alta, y si se usaban las variables planteadas
inicialmente en el estudio, habria una pérdida de todos los controles. Una estrategia
para recuperar informacion era realizar permutaciones, sin embargo la informacién
faltante era mayor al 2%, fue asi como esta metodologia no se usé para garantizar
la fiabilidad de los resultados respecto a los datos reales. Por lo tanto se uso el
meétodo de eliminacion mediante lista (Pigott, 2001), en donde solo se analizaron
casos con datos disponibles completos para cada variable. Se decidi6 evaluar solo
las variables relacionadas con la lipoproteina lipasa (Edad, género, triglicéridos
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL, uso de
hipolipemiantes y los genotipos para cada polimorfismo). Finalmente, para el
analisis estadistico se usaron 402 muestras. El calculo de genética de poblaciones
acerva un tamafio efectivo de la poblacion de 401 sujetos.

El calculo de tamafio de muestra se realiz6é con el software EPIDAT 4®, teniendo
en cuenta la frecuencia del alelo de menor prevalencia para los polimorfismos
Hindlll, Pvull y Ser447X en los casos, reportado en previos estudios.

En el estudio de Nicklas et al, (2000), realizado en poblacion estadounidense se
encontro que la frecuencia de menor prevalencia para el polimorfismo Hindlll fue el
alelo G (39%), para Pvull fue el alelo T (49%) y en Ser447X fue el alelo G (15%)
(Nicklas et al., 2000), esta ultima prevalencia fue la usada para el calculo del tamafio
de muestra al ser la mas baja de los tres polimorfismos analizados en los casos.
Los parametros para el calculo de tamafio de muestra que se tuvieron en cuenta
fueron: nivel de confianza 95%, poder 86%, riesgo relativo esperado (RRE) para
Hindlll y Pvull de 2,0 y para Ser447X 0,5, la relacion caso: control 1:1. El tamafio
de muestra arrojado por el software se observa en la tabla 8.
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Tabla 8 Calculo del tamafio de muestra

Polimorfismo Alelo Frecuencia RRE Tamafio de muestra Referencia
(%) Casos Controles
Hindlll (rs320) G 39 2,0 182 182 (Nicklas et
Pvull (rs285) T 49 2,0 162 162 al., 2000)
Ser447X (rs328) G 15 0,5 244 244 B

Considerando que la informacion sociodemografica y clinica de los pacientes se
encontraba incompleta y no todas las muestras recolectadas por la FCV tuvieron
una genotipificacion, fue necesario ajustar el tamafio de muestra. De esta forma se
hizo el célculo del poder para cada uno de los polimorfismos teniendo en cuenta la
cantidad de muestra disponible (402). Tabla 9.

Tabla 9 Célculo de poder de tamafio de muestra

Polimorfismo Alelo Frecuencia (%) RRE Poder (%) Referencia

Hindlll (rs320) G 39 2,0 89.3 (Nicklas et
Pvull (rs285) T 49 2,0 925 al., 2000)
Ser447X (rs328) G 15 0,5 78.8 B

8.2. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Se estudiaron 402 individuos, los cuales se encontraban distribuidos en 133 casos
y 269 controles. La edad promedio de los casos fue 69 afios (27-93 afios) y 64 afios
(26-92 afios) en los controles. Los valores de las variables entre los casos y los
controles fueron comparables, excepto en las variables edad, colesterol total y
colesterol HDL, en las cuales se encontraron diferencias significativas. Las
caracteristicas sociodemogréficas de la poblacién estudiada se encuentran en la
tabla 10.
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Tabla 10 Caracteristica sociodemograficas y bioquimicas

Variables Casos (n=133) Controles (n=269) p

Edad (afios) 69 (27-93) 64 (26-92) 0.001*
Hombres: Mujeres 75:58 133:136 0.190**
Triglicéridos (mg/dL) 162.48 + 93.95 156.40+ 68.46 0.461*
Colesterol total (mg/dL) 201.35+52.88 212 +43.88 0.033*
Colesterol LDL (mg/dL) 129.43 +44.42 130.61+41.11 0.790*
Colesterol HDL (mg/dL) 39.42 +12.32 50.17 +12.66 0.000*
Colesterol VLDL 3281 +18.78 32.59 +17.87 0.908*
Hipolipemiantes (%) 16 (12%) 45 (16.7%) 0.217**

Los valores se dan en media +/- desviacion estandar o nimero de sujetos con porcentaje de total en
paréntesis. Valores p se calcularon usando el *t-Student o la **prueba de chi cuadrado

Los triglicéridos en las poblaciones estudiadas se encontraban en el nivel limitrofe
alto, lo mismo sucedié con el colesterol total que arrojo niveles intermedios altos. El
nivel de LDL en los casos era el 6ptimo sin embargo para los controles era
intermedio alto; este comportamiento fue balanceado al contrastar con los niveles
de HDL los cuales se encontraban inferiores al valor saludable en los casos,
mientras que el valor de HDL en los controles tenian un valor saludable que no
representaba riesgo para ACV. El nivel de VLDL en los casos y en los controles se
encontraba dentro del rango normal. Estas conclusiones son resultado de
comparacion con los valores de referencia establecidos por el “National Cholesterol
Education Program”. Se resalta que a pesar de no haber diferencias significativas,
el porcentaje de controles que se encontraban en tratamiento con hipolipemiantes
fue mayor que el observado en los casos.

Aquellas variables con diferencias significativas fueron sometidas a una regresion
logistica en la cual la edad tuvo un valor OR de 1,04 (IC 95% 1.03-1.05), el
colesterol total tuvo un valor OR de 1 (IC 95% 0.99-1) y los niveles de colesterol
HDL tuvo un OR 0.94 (IC 95% 0.93-0.95).

8.3. RESULTADOS DE LA TIPIFICACION

8.3.1. Electroforesis en agarosa

En las figuras 9, 10 y 11, se observan fotografias de los geles de agarosa para cada
uno de los polimorfismos en donde se realizd la corrida de los resultados de
digestidon para determinar el genotipo.
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Figura 9. RFLP para Hindlll (rs320)

350bp

210bp
140bp

Agarosa 2%. Pozo 1, 4, 5, 6 genotipo TT; pozo 2, 3, genotipo GT; Pozo 7, genotipo GG; M, Marcador
de peso molecular 50bp

Figura 10. RFLP para Pvull (rs285)
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Agarosa 2%. Pozo 1, 4, 6, Genotipo CT; Pozo 2, genotipo CC; pozo 3,5, genotipo TT; M, Marcador
de peso molecular 50bp
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Figura 11. RFLP para Ser447X (rs328)

Agarosa 2%. Pozo 1, genotipo GG; pozo 2, 3, 5, 6, 7 Genotipo CC; pozo 4 genotipo CG; M, Marcador
de peso molecular 50bp

8.3.2. Secuenciacion

El andlisis de las secuencias se realizd en la base de datos Blast. Para cada
secuencia analizada la maxima similitud se encontraba para “Homo sapiens
lipoprotein lipase (LPL), RefSeqGene on chromosome 8”. Teniendo mayor
porcentaje de alineamiento y un “e-value” inferior a 1 dando significancia a la
similitud de las secuencias evaluadas con la registrada en la base de datos.
Ademas, en la visualizacion “graphics” fue posible identificar la ubicacion del
fragmento secuenciado (intrén, intrén o exoén).

En la figura 12, 13 y 14 se observan electroferogramas que evidencian la
identificacion del nucleétido para cada polimorfismo estudiado.
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Figura 12. Secuenciacion de ADN gendémico alrededor del polimorfismo Hindlll (rs320) del gen LPL
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Muestra de un individuo homocigoto para TT (A), heterocigoto (B), homocigoto para GG (©).

Figura 13. Secuenciaciéon de ADN genémico alrededor del polimorfismo Pvull (rs285) del gen LPL

Muestra de un |nd|V|duo heteromgoto (A) homomgoto para CC (B)
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Figura 14. Secuenciacion de ADN gendmico alrededor del polimorfismo Ser447X (rs328) del gen LPL.
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Muestra de un individuo homocigoto para CC (A), heterocigoto (B), homocigoto para GG (C).

8.4 ANALISIS POBLACIONAL

8.4.1. Frecuencias genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los grupos estudiados no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles, los valores se
muestran en la tabla 11. Las frecuencias genotipicas y alélicas para Hindlll tuvieron
comportamiento similar tanto en casos como en controles, siendo el genotipo TT el
mas frecuente tanto en los casos (52%) como en los controles (51%). El genotipo
mas frecuente entre casos y controles para Pvull, fue el heterocigoto (CT); con una
frecuencia de 48% y 45% respectivamente. En el polimorfismo Ser447X; el alelo G
tuvo baja frecuencia tanto en casos (9%) y controles (7%) y el genotipo homocigoto
para este alelo (GG) tuvo la menor frecuencia tanto en los casos como en los
controles; 1%.
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Tabla 11 Frecuencia genotipica y alélica para polimorfismos Hindlll, Pvull y Ser447X

Frecuencia alélica
Alelo T (%)

Genotipo, n (%)
Hindlll (rs320) GG GT TT

Control (n=269) 29 (11%) 103 (38%) 137 (51%) 70%
Caso (n=133) 18 (14%) 46 (35%) 69 (52%) 69%
Valor p 0.42 0.47 0.86 0.79
Pvull (rs285) CC CT TT Alelo T (%)
Control (n=269) 73 (27%) 121 (45%) 75 (28%) 50%
Caso (n=133) 43 (32%) 64(48%) 26 (20%) 44%
Valor p 0.28 0.55 0.07 0.07
Ser447X (rs328) CC CG GG Alelo G (%)

Control (n=269) 232 (86%) 34 (13%) 3 (1%) 7%

Caso (n=133) 110 (83%) 22 (17%) 1 (1%) 9%

Valor p 0.35 0.29 0.73 0.43
Valores p se calcularon usando la prueba de chi cuadrado

8.4.2. Frecuencias haplotipicas

Los resultados arrojaron 8 haplotipos posibles para los controles y 7 para los casos.
El haplotipo que no se encuentra en los casos tuvo la menor frecuencia en los
controles. El haplotipo mas comun entre los casos y los controles fue TTC, el cual
contiene los alelos ancestrales para los tres polimorfismos. Las frecuencias para
cada haplotipo se encuentran en la tabla 12.

Tabla 12 Posibles haplotipos y su frecuencia

Haplotipos Control Caso
(n=269) (n=133)

GCC 0.142029 0.152887
GCG 0.062569 0.076229
GTC 0.092914 0.079155
GTG 0.001744 O

TCC 0.286836 0.327536
TCG 0.004849 0.007258
TTC 0.403871 0.350197
TTG 0.005187 0.006738

8.4.3. Test de equilibrio de Hardy Weinberg

El polimorfismos Hindlll en los casos estaba por fuera del equilibrio de Hardy
Weinberg con una significancia de p 0,05. Sin embargo se realizé ajuste segun la
correccion de Bonferroni, p 0,016, de esta forma la distribucion de las frecuencias
genotipicas para los polimorfismos estudiados fue similar tanto en los casos como
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en los controles, y no se observaron diferencias significativas entre la prevalencia
del genotipo en los grupos estudiados indicando que se encuentran en equilibrio de
Hardy Weinberg. Los valores se pueden observar en la tabla 13.

Tabla 13 Equilibrio de Hardy Weinberg

Locus Estado n Heterocigosidad Heterocigosidad Valor p

observada esperada
Hindlll Control 269 0.38290 0.42019 0.14718
(rs320)  caso 133 0.34586 0.42809 0.04079
Pvull Control 269 0.44981 0.50090 0.11287
(rs285)  caso 133 0.48120 0.49369 0.85937
Sera47x Control 269 0.12639 0.13790 0.16812
(rs328)  caso 133 0.16541 0.16479 1.00000

Valor p calculado usando prueba de chi cuadrado. p<0,016.

8.4.4. Estructura genética

El resultado obtenido en Fst fue 0,00178, valor que se encuentra dentro del rango
de 0 a 0.05, indicando que la poblacion tiene poca diferenciacion genética (J.C et
al., 2002).

8.4.5. Analisis de asociacion entre polimorfismos y ACV

Para estudiar la posible asociacion entre los polimorfismos estudiados y el
desarrollo de ACV se calcul6 OR para cada uno de los modelos de herencia y los
alelos. El grado de correlacion para cada uno de los polimorfismos no fue
significativo en ningun tipo de modelo de herencia. Tabla 14.

Tabla 14 Andlisis de asociacion para cada modelo de herencia

Polimorfismo Modelo Genotipo OR IC 95%
HindlIIl (rs320) Codominante TT 1
GT 0.89 0.56-1.39
GG 1.23 0.64 -2.37
Dominante GG 1
GT-TT 0.77 0.41-1.45
Recesivo GG-GT 1
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Polimorfismo Modelo Genotipo OR IC 95%
TT 1.04 0.68-1.57
Pvull (rs285) Codominante CC 1
CT 0.90 0.55-1.46
TT 0.59 0.33-1.05
Dominante CcC 1
CT-TT 0.78 0.50-1.22
Recesivo CC-CT 1
TT 0.63 0.38-1.04
Ser447X (rs328) Codominante CC 1
CG 1.36 0.76 - 2.44
GG 0.70 0.07 - 6.83
Dominante CcC 1
CG-GG 1.31 0.74-2.31
Recesivo CC-CG 1
GG 0.67 0.07 -6.52

8.4.6. Andlisis de asociacién de los haplotipos con ACV

Se realizé una regresion logistica para ajustar la razon de momios teniendo en
cuenta posibles parametros de confusion como la edad y el género. A pesar de esto
el estudio de asociacion entre los haplotipos y el ACV no mostré diferencias
significativas con ninguno de los haplotipos obtenidos. Tabla 15.

Tabla 15 Asociacion haplotipica ajustada por edad y género

HAPLOTIPO OR IC 95% p
TTC 1
TCC 0.75 0.52-1.08 0.12
GCC 0.80 0.50-1.27 0.35
GTC 1.07 0.56-2.03 0.84
GCG 0.77 0.42-142 04
rx 0.83 0.18-3.82 0.81

"Haplotipos con menor frecuencia (GTG, TCG, TTG)

8.4.7. Desequilibrio de ligamiento

Debido a que la fase gamética es desconocida, el procedimiento para evaluar el
nivel de significancia de la asociacion entre pares de loci se realizé comparando la
probabilidad que la muestra evaluada bajo la hipotesis de no asociacion entre loci
(que estén en equilibrio) contra la probabilidad de la muestra cuando los loci estan
asociados. Encontrandose para todos los pares de loci valores p menores a 0,05.
Lo cual indica que existe asociacion gamética entre los loci.

65



8. DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha estudiado en diferentes poblaciones la posible asociacion entre el desarrollo
del accidente cerebrovascular con la presencia de los polimorfismos Pvull, Hindlll y
Serd47X, presentes en el gen de la lipoproteina lipasa; observandose diferencias
en los resultados obtenidos entre las poblaciones estudiadas. En Latinoamérica,
hasta la fecha solo se han publicado estudios de este tipo en Brasil en donde en
tres estudios diferentes encontraron asociacion de Hindlll, Pvull y Ser447X ya sea
con el perfil lipidico o con el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular (Gigek
Cde et al., 2007; Salazar et al.,, 2000; Sepetiba et al., 2007). La presente
investigacion es la primera que se realiza en Colombia en busca de asociacion
genética con el desarrollo de ACV de los polimorfismos Pvull, Hindlll y Ser447 en
el gen LPL con el desarrollo de ACV.

Estudios de ancestria en Colombia revelan que las mayores diferencias genéticas
se encuentran entre la poblacion que habita la region pacifica y caribe comparada
con la poblacién que habita la region de los Andes (Ibarra et al., 2014). Las ciudades
en donde se realizO el muestreo para el presente estudio geograficamente se
encuentran en la region andina (Bucaramanga, Medellin, Bogota y Cali), en un
estudio de genética forense publicado por Ibarra et al. (2014), demuestra que
sujetos de dichas poblaciones se pueden agrupar al no tener diferencias
significativas en las frecuencias alélicas (Ibarra et al., 2014). Al realizar
comparaciones de las frecuencias alélicas y genéticas obtenidas en el presente
estudio y las frecuencias consignadas en la base de datos “dbSNP short genetic
variations” se tomé como referencia las europeas teniendo en cuenta que estudios
genéticos en la poblacién colombiana demuestran que en promedio las poblaciones
de la regién andina urbana, tienen ancestria autosémica amerindia y europea, con
relativamente baja ancestria africana (Rojas et al., 2010). Adicionalmente, el calculo
de estructura poblacional demostré que no hay evidencia de estructura genética en
la muestra poblacional colombiana usada para el presente estudio.

Las frecuencias genéticas y alélicas para Ser447X, Hindlll y Pvull fueron similares
a las reportadas en HapMap para grupos poblacionales europeos y en otros
estudios de asociacién realizados (Anderson et al., 1999; Mattu et al., 1994;
Morabia, 2003; Nicklas et al., 2000). Segun HapMap, en la poblacién europea los
genotipos para Pvull se encuentran distribuidos de una manera equitativa entre la
forma ancestral homocigota, heterocigota y homocigota mutada del locus, siendo
similares a las encontradas en la poblacion colombiana. Por otra parte, las
frecuencias alélicas en la poblacién colombiana se distribuyen de una manera
similar que en la poblacion espafiola.
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Al realizar el analisis genotipico entre los casos y los controles las frecuencias
alélicas para Hindlll, Pvull y Ser447X se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Este hallazgo indica que no hay diferencias significativas entre la
prevalencia de los genotipos correspondientes a los polimorfismos en el gen de la
lipoproteina lipasa Hindlll, Pvull y Ser447X, lo que sugiere una falta de asociacion
de dichos polimorfismos con el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular (R et
al., 2005).

El desequilibrio de ligamiento hallado era de esperarse debido a que los marcadores
analizados se encuentran en el mismo cromosoma y gen, ademas se encuentran
muy cercanos (intron 6, intrén 8 y exdn 9). Estos hallazgos se han observado en
otras publicaciones (Abu-Amero et al., 2003; Anderson et al., 1999; Fidani et al.,
2005; Gambino R, 1999; Georgiev et al., 2008; Gigek Cde et al., 2007; Jemaa R,
1995; Kuivenhoven et al., 1997; Mattu et al., 1994; Morabia, 2003; Munshi et al.,
2012; Nicklas et al., 2000; Parfenov et al., 2007; Rebhi et al., 2012; Shimo-Nakanishi
et al., 2001; Stocks et al., 1992; Thorn et al., 1998; Xu et al., 2008). Japoneses
mostraron que Ser447X estd en desequilibrio de ligamiento con Hindlll y Pwvull.
Estudios realizados en Japon (Shimo-Nakanishi et al., 2001) y Tunez (Rebhi et al.,
2012) evaluaron desequilibrio de ligamiento encontrando que Hindlll, Pvull y
Ser447X se encuentran en desequilibrio de ligamiento.

En el presente estudio no se evalué la asociacion de los polimorfismos con
alteraciones en el perfil lipidico, debido a que previos estudios han fallado en
encontrar dicha asociacion llevando a resultados inconsistentes. (Kay et al., 2002;
Sing et al., 1999; Stepanov et al., 1998).

Se realiz6 una regresion logistica a las variables en donde se observaron diferencias
significativas entre los casos y los controles, encontrandose que la edad actia como
un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular. Por otra
parte los niveles de colesterol HDL se comportan como un factor de proteccion para
el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular, 1o que corrobora lo reportado en la
literatura (Global atlas on cardiovascular disease prevention and control, 2011; The
global burden of disease: 2004 update, 2008.; Global status report on
noncommunicable disaeses 2010, 2011.; Harmsen et al., 2009).

Los resultados de asociacion teniendo en cuenta los tipos de herencia dominante,
recesivo y codominante de los polimorfismos Hindlll, Pvull y Ser447X en el gen de
la Lipoproteina lipasa, indican que no se encontr0 asociacion entre dichos
marcadores con el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular, sin embargo, se
debe tener en cuenta la posibilidad que exista una muy baja asociacion de los
marcadores, que el tamafio de muestra poblacional usado no fue suficientemente
grande para detectarla o la existencia de otros marcadores de exposicion para el
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ACV. El poder de los resultados obtenidos para los polimorfismos Hindlll y Pvull
tienen un valor estadistico superior al 86%. El poder obtenido para Ser447X fue
inferior al 86%, por tanto el analisis de asociacion es insuficiente en poder, sin
embargo se estan aportando datos de prevalencia de dicho polimorfismo en la
muestra poblacional colombiana utilizada.

Varios estudios han evaluado la posibilidad que los polimorfismos en el gen de la
lipoproteina lipasa Hindlll, Pvull, Ser447X se encuentren asociados con el
desarrollo del accidente cerebrovascular. En el caso de la mutacion Ser447X ha
sido analizada extensamente pero los resultados de su actividad lipolitica y su efecto
como factor de proteccion varian. En Francia, Reino unido, Brasil, Holanda, se
encontré que el alelo mutado de Ser447X (G), tenia un efecto al disminuir los niveles
de TG y VLDL pero una correlacién positiva con los niveles de HDL (Gigek Cde et
al., 2007; Jemaa R, 1995; Kuivenhoven et al., 1997; Sepetiba et al., 2007). En Reino
Unido se encontr6 que los controles con la mutacién en Ser447X no tenian
alteraciones en el perfil lipidico, sin embargo habia una tendencia a altos niveles de
HDL. Adicionalmente, se observaron diferencias significativas entre los individuos
con hipertrigliceridemia primaria comparada con normolipémicos controles. Por
tanto, permite plantear que la mutacion puede actuar como efecto protector contra
el desarrollo de hipertrigliceridemia (Stocks et al., 1992). Tanto en Suiza (Morabia,
2003) como en Grecia (Fidani et al., 2005) el estudio de asociacién de Ser447X con
ACV, no evidenci6 asociacion, una de las posibles causas puede ser el tamafio de
muestra usado (87 casos y 92 controles). Por otra parte, existen estudios en donde
han encontrado resultados significativos en poblaciones mas pequefias, planteando
la existencia de otros factores, principalmente de tipo ambiental que puedan estar
afectando el desarrollo de ACV (Fidani et al., 2005).

Estudios realizados en las poblaciones de Estados Unidos, Gales, India, Japon,
Brasil, China; coinciden al encontrar asociacion entre el genotipo y el polimorfismo
Hindlll con el desarrollo de ACV, su severidad y alteraciones en el perfil lipidico
(Mattu et al., 1994; Munshi et al., 2012). En Brasil el alelo T mostré una asociacién
significativa con el infarto al miocardio, el genotipo GG mostré un tendencia de
asociacion con altos niveles de HDL (Sepetiba et al., 2007). En Tunez el alelo T,
considerado uno de los marcadores de predisposicion para estenosis coronaria, se
encontré asociacion entre los genotipos TT y TG con la estenosis, sin embargo no
se encontré asociacion significativa con los niveles lipidicos. Los hallazgos hechos
proponen que Hindlll podria estar relacionado con una mutacion funcional que
cambia la actividad de LPL (Rebhi et al., 2012). El analisis de asociacion de Hindlll
y el perfil lipidico de individuos sanos alemanes evidencio que solo en mujeres el
alelo mutado estuvo asociado con altas concentraciones de colesterol total y LDL,
sin embargo no demostré una asociacion significativa entre el genotipo Hindlll con
el Colesterol HDL o TG, por tanto plantean que no se encuentra asociacion entre el
polimorfismo y la actividad de la LPL. Ademas proponen que los portadores del alelo
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(GG) tendria un marcador de proteccion debido a que este se encontré asociado
con bajos niveles de colesterol en sujetos portadores (Larson et al., 1999). Estudios
realizados en Japon y China encontraron que la mutacion puede ser un marcador
protector contra el desarrollo de ateroesclerosis (Shimo-Nakanishi et al., 2001; Xu
et al., 2008). En Estados Unidos analizaron mujeres con sobrepeso menopadusicas
y no encontraron que el polimorfismo Hindlll esté asociado con la actividad de la
LPL, plantean como posible causa la ubicacion de dicho polimorfismo (intrén 6) que
posiblemente no cause una alteracion en a funcion de LPL y puede estar en LD con
otro o0 mas mutaciones funcionales cercanas (Nicklas et al., 2000). En Rusia por su
parte no observaron asociacion entre Hindlll en el grupo en general, sin embargo al
agrupar los pacientes de acuerdo al género se encontré asociacion solo en las
mujeres; destaca el hecho que el tamafio de muestra usado era pequefo por tanto
sugieren que se replique el estudio en un grupo mas grande de casos y controles
(Parfenov et al., 2007).

En un estudio hecho en Pensilvania se encontré que el genotipo mutado de Pvull;
esta asociado con CAD (Anderson et al., 1999). En la poblacion china se estudio la
relacion entre el polimorfismo Pvull y el accidente cerebrovascular encontrandose
una alta frecuencia del genotipo mutado (TT) en los casos comparado con controles,
sugiriendo que dicho genotipo es un marcador de riesgo para el accidente
cerebrovascular, también encontraron que dicho genotipo estaba asociado con altos
niveles de TG y bajos niveles de HDL (Liu et al., 2004). Hallazgos similares fueron
hechos en mujeres embarazadas brasileras en donde se observd una asociacion
significativa entre el genotipo mutado y el aumento en el colesterol LDL (Sepetiba
et al., 2007). En mujeres posmenopausicas obesas estadounidenses se encontrd
que las pacientes con el alelo mutado tienen un perfil lipidico aterogénico y altos
niveles de glucosa plasmatica (Nicklas et al., 2000). En la poblacion francesa,
encontraron asociacién entre el polimorfismo y la severidad de las lesiones
coronarias (Jemaa R, 1995), hallazgos similares fueron hechos en la poblacién
australiana en donde se observo una fuerte asociacion entre dicho polimorfismo y
el nimero de vasos afectados, un hallazgo importante fue que los pacientes
australianos que tenian genotipo mutado eran mas propensos a tener diabetes
(Wang et al., 1996). De esta forma dichos estudios proponen que Pvull es un posible
marcador para una mutacion funcional que altera la actividad de LPL e interfiere con
el metabolismo de los acidos grasos. Por otra parte, en macedonia no se encontro
asociacion con Pwvull, los autores proponen que la etiologia de CAD tiene muchos
factores de riesgo involucradas y es el resultado de una compleja interaccion entre
marcadores genéticos e influencias ambientales. Ellos usaron 109 casos y 32
controles, pero sugieren repetir dicho estudio con un tamafio de muestra mayor,
adicionar mas mutaciones y polimorfismos y no excluir diferencias étnicas (Georgiev
et al., 2008). Lo mismo ocurre en China, en donde no hubo asociacién significativa
de Hindlll con Cly tampoco con el perfil lipidico, planteando que posiblemente dicho
polimorfismo no afecta la secuencia del producto génico o la funcién del LPL (Xu et
al., 2008). En Arabia Saudita no se encontr6é asociacion entre Hindlll y Pvull con el
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ACV, atribuyendo la causa a factores epigenéticos o que otros SNP o haplotipos en
el LPL podrian estar involucrados (Abu-Amero et al., 2003).

Los polimorfismos Ser447X, Hindlll y Pvull en el gen de la lipoproteina lipasa fueron
seleccionados debido a que han sido ampliamente descritos y estudiados,
encontrandose involucrados en alteraciones en los perfiles lipidicos de las
poblaciones estudiadas (Chen et al., 1996; Gambino R, 1999; Georgiev et al., 2008;
Gotoda et al., 1989; Guan et al., 2006; Herbeth et al., 2007; Kuivenhoven et al.,
1997; Larson et al., 1999; Liu et al., 2004; Myllykangas et al., 2001; Sepetiba et al.,
2007; Socquard et al., 2006; Wang et al., 2011; Yin et al., 2006; Zhao et al., 2003).
Inicialmente se justificé el estudio de los polimorfismos Hindlll y Pvull, los cuales se
encuentran en regiones intrénicas del gen de la lipoproteina lipasa, debido a que
estudios realizados demuestran que pueden llegar a comportarse como marcadores
de riesgo. La importancia de estudiar dichas regiones se produce porque se ha
mostrado que ciertas secuencias intronicas contienen elementos que regulan la
transcripcion y traduccion de genes, ademas actian como marcadores de
mutaciones funcionales y alteracion de la secuencia de aminoacidos (Chen et al.,
2008). La no asociacion encontrada en el presente estudio al analizar Hindlll'y Pvull,
posiblemente se debe a que dichas mutaciones se producen en un sitio del gen de
la LPL en donde es poco probable que las mutaciones sean funcionalmente
relevantes. Por otra parte, Ser447X puede estar involucrada en la homeostasis
cardiovascular, la cual puede estar sujeto a cambios por otros factores, genéticos,
ambientales o ambos. Ademés, el ACV es una enfermedad multifactorial, por lo
tanto es posible que varios genes puedan estar influyendo en la presentacion de la
enfermedad o sea producto de interacciones complejas entre la predisposicion
genética y el ambiente.

El presente analisis mostré que la diferencia en la distribucién de los polimorfismos
en el gen de la lipoproteina lipasa Hindlll, Pvull y Ser447X, entre los pacientes con
ACV vy sujetos sanos, no actta como un factor de riesgo estadisticamente
significativo para el desarrollo de la enfermedad cerebrovascular en la muestra
poblacional colombiana utilizada. Sin embargo, el andlisis de marcadores genéticos
para la enfermedad cerebrovascular permite clasificar a los pacientes de acuerdo a
su genotipo, siendo una herramienta de prediccion de riesgo simple y precisa que
aporta datos que pueden ser usados para mejorar la asignacion de recursos de
salud, identificar personas con alto riesgo y captacion de estas a través de los
sistemas de salud, identificar los factores de riesgo asociados, vigilar las tendencias
con el transcurso del tiempo, proporcionar la base para disefiar y ejecutar
intervenciones, vigilar y evaluar la eficacia de las intervenciones, creacion de redes
de investigacion, determinacion de las prioridades propias de cada pais para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares en el contexto de
planes nacionales integrados para la prevencién y el control de las enfermedades
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cronicas y comparaciones de datos obtenidos entre poblaciones y dentro de cada
poblacion (Sagoo et al., 2008).
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de genética de poblaciones realizado en el presente estudio demostro
qgue la muestra poblacional examinada tiene muy baja diferenciacion genética,
ademas que en la poblacion no hay seleccion, migracion, consanguinidad y los
apareamientos son aleatorios. Por otra parte, los polimorfismos analizados se
encuentran en desequilibrio de ligamiento. Adicionalmente, se observo que el
genotipo de mayor frecuencia para Hindlll y Ser447X fue el tipo ancestral, y el
polimorfismo mas diverso fue Pvull.

Los datos obtenidos demuestran la no asociacion estadisticamente significativa
entre los polimorfismos Hindlll, Pvull y Ser447X en el gen de la lipoproteina lipasa
y el accidente cerebrovascular en la muestra poblacional colombiana analizada.
Sugiriendo que los polimorfismos analizados en el presente estudio no se pueden
usar como marcadores genéticos para predecir el desarrollo de ACV en la muestra
poblacional colombiana estudiada.

Dada la importancia de la LPL en el metabolismo de lipidos y la prevalencia de los
polimorfismos, es necesario realizar mas investigaciones con el objetivo de asegurar
qgue la genaotipificacion se vuelva una herramienta de tamizaje atil para medir el
riesgo individual para el desarrollo del accidente cerebrovascular
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10.RECOMENDACIONES

Actualmente con las técnicas de biologia molecular es posible realizar estudios para
identificar la funcionalidad y efectos que puede tener la presencia de un
polimorfismo, de esta forma al momento de elegir un polimorfismo como posible
marcador para una enfermedad se deben tener en cuenta la severidad del efecto
que puede tener. Tedricamente los genes como marcadores de exposicion para el
desarrollo del accidente cerebrovascular son inmodificables, sin embargo la rama
de la epigenética ha demostrado que el ambiente tiene una influencia sobre los
genes. De esta forma, los estudios de asociacion para enfermedades
multifactoriales deben tener en cuenta factores epigenéticos que puedan estar
influyendo en la manifestacion de la enfermedad.

Con el fin de garantizar un correcto manejo de la informacion, al usar de base de
datos secundarias es necesario estar en permanente contacto con quienes realizan
la recoleccioén de la informacién y construccion de la base de datos.

Las investigaciones son susceptibles a diferentes sesgos, por eso es necesario ser
cuidadosos en cada una de las fases que la conforman; planteamiento de la
propuesta de investigacion, célculo del tamafio de la muestra, establecer poder del
estudio y significancia estadistica de los resultados, recoleccion de la muestra,
criterios de inclusion y exclusién, procesamiento de las muestras y al momento de
analizar la informacion usar las herramientas estadisticas disponibles.

Para el polimorfismo Ser447X el tamafio de muestra usado en el presente estudio
tiene un poder de 86%, por tanto futuros estudios se deben considerar un mayor
tamafio de muestra.

Es necesario continuar estudios de asociacion genética y estos deben evaluar otras
regiones genéticas ya sea en el gen de la lipoproteina lipasa u otras proteinas, que
permitan determinar si pueden usarse como marcadores de exposicion para el ACV.
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11.DIVULGACION

Los resultados producto de esta investigacién fueron presentados en eventos
académicos en modalidad de presentacion tipo poster en el “European Stroke
conference”, Niza (Francia) y en modalidad de presentacién tipo oral en el “XIlI
congreso Colombiano y VII congreso internacional de genética humana”, Cali

(Colombia).

Ademas, se envié un articulo original a la revista Colombia médica y este fue
aceptado para su publicacion.
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