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RESUMEN

TITULO:

Estudio Poblacional de los Polimorfismos: SER19TRP del gen APOA5, PRO12ALA del gen PPAR-
GAMMA, SNP276 del gen de la Adiponectina y TRP64ARG del Gen del Receptor Beta 3-
Adrenérgico asociados con Sindrome Metabdlico en una poblaciéon de Bucaramanga, Colombia

AUTOR: Viviana Lucia Pérez Forero

PALABRAS CLAVES:
Serl9Trp, Prol2Ala, SNP276, Trp64Arg, Frecuencias alélicas, Frecuencias genotipicas,
Haplotipos, Sindrome metabdlico.

DESCRIPCION

Objetivo: Realizar el estudio poblacional de los polimorfismos Ser19Trp del gen APOA5, Prol2Ala
del gen PPAR-Gamma; SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen del Receptor Beta
3-Adrenérgico, asociados con la presencia del Sindrome Metabdlico, en una poblacion de
Bucaramanga, Colombia.

Materiales y métodos: Se realizara un estudio Cross Seccional con un total de 2436 muestras. Se
empleard la técnica SNaPshot proceso en el que los polimorfismos son inicialmente amplificados
por PCR usando primers especificos no marcados que permitiran amplificar segmentos de Acido
Desoxiribonucleico (ADN) especificos para contar con mdltiples copias para identificar los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de interés, los resultados fueron posteriormente
analizados con el software Arlequin v 3.5 y Stata v 12.0.

Resultados, discusion y conclusion: Se obtuvo el perfil de 1274 individuos para los cuatro
polimorfismos. Los polimorfismos PPAR Y ADBR estan en equilibrio de Hardy Weinberg (p: 0.1501
y 0,9079 respectivamente), APOA5 Y ADIPOQ estan por fuera del equilibrio (p: 0.0030 y 0.0072
respectivamente) después de hacer la correccién de Bonferroni. Se observé que el haplotipo con
mayor frecuencia fue TGCC (43,57%) y el menor fue TCAG (0,12%). No hay evidencia de
estructura genética Fg: -0.0009, ni asociacion con la presencia de los polimorfismos y Sindrome
Metabdlico.

" Proyecto de grado
Facultad de Salud, Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas Director: Clara Inés Vargas, MSc.
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ABSTRACT

TITLE:

POPULATION-BASED STUDY OF POLYMORPHISMS SER19TRP OF THE APOAS GENE,
PRO12ALA OF THE PPAR-GAMMA GENE, SNP276 OF THE ADIPONECTIN GENE AND
TRP64ARG OF THE BETA 3- ADRENERGIC RECEPTOR GENE. ASSOCIATED WITH
METABOLIC SYNDROME IN BUCARAMANGA POPULATION, COLOMBIA *

AUTHOR:
Viviana Lucia Pérez Forero**

KEYWORDS:
Serl9Trp, Prol2Ala, SNP276, Trp64Arg, Allele frequency, Genotype frequency, Haplotype,
Metabolic syndrome.

DESCIPTION

AIM: To carry out a population-based study of polymorphisms Serl9Trp of the APOA5 gene,
Prol2Ala of the PPAR-Gamma gene, SNP276 of the Adiponectin gene and Trp64Arg of the Beta 3-
adrenergic receptor gene, associated with the presence of metabolic syndrome in Bucaramanga
population, Colombia

MATERIALS AND METHODS: Cross sectional study with 2436 samples from study CARMEN and
INEFAC. The SNaPshot assay was used, in this technique, polymorphism are initially amplified
using PCR with unlabeled specific primers, that will allow amplify specific segments of
Dexyribonucleic Acid (DNA) having many copies of each Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)
of the interest within the genes involved in the study . All results performed by direct sequencing
were analyzed by Arlequin v 3.5 y Stata v 12.0 software’s.

RESULTS, DISCUSSION AND CONCLUSION: The profile of 1274 individuals were obtained for
the four polymorphisms. PPAR Y ADBR polymorphism were in Hardy-Weinberg equilibrium (p:
0.1501 y 0,9079 respectively), APOA5 Y ADIPOQ were in Hardy-Weinberg disequilibrium (p:
0.0030 y 0.0072 respectively) after Bonferroni correction. Most frequent haplotype was TGCC
(43,57%) and the one with lowest frequency was TCAG (0,12%). We did not find genetic
structure Fg: -0.0009, or any association with the presence of the polymorphism and metabolic
syndrome.

* Project degree
**_Faculty of Health, Master of Basic Biomedical Sciences Director: Clara Ines Vargas, MSc.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Sindrome Metabdlico (SM) es una entidad poligénica caracterizada por varios
factores de riesgo como obesidad abdominal, dislipidemia (altos niveles de
triglicéridos TG y bajos niveles de colesterol de la lipoproteina de alta densidad
cHDL), hipertrigliceridemia, hipertension arterial hiperglicemia (Anagnostis, 2012),
bajo grado de inflamacién, disfuncién endotelial, intolerancia a los hidratos de
carbono y predisposicidn a presentar diabetes mellitus DM (Gundogan et al., 2013)
y enfermedad cardiovascular ECV (Yadav et al., 2013).

Presenta una alta prevalencia en nuestra poblacion, con tendencia creciente en
los ultimos afos; los estudios epidemiolégicos han determinado que una cuarta
parte de la poblacibn Americana mayor de 20 afios presenta los criterios para el

diagnéstico del SM segun el AdultTreatment Panel (ATP I11).

La prevalencia del SM varia ampliamente entre los grupos étnicos y la poblacion;
estd asociado con factores genéticos, la edad, el indice de masa corporal, el
estado posmenopausico,el estilo de vida, la demografia, el estado
socioeconémico, fumar, consumir dietas ricas en grasas saturadas vy
carbohidratos (Gundogan et al., 2013) y por la definicion de SM que se emplee
(Anagnostis, 2012); en Estados Unidos la prevalencia del SM se estima en un
23.7%, en Corea 14.4%,en Grecia 23,6%, en Italia 25,9,en pacientes hispanos con
DM 89,5%, en pacientes con hipertension 59%, en poblacién con sindrome agudo
coronario 51% y en pacientes con hipertrigliceridemia 79% (Anagnostis, 2012).En
Australia se ha reportado una prevalencia del 30,7%(Cameron 2007), en China del
13,8%, en Japon del 12,8% (The Decada, 2007), en Méjico del 42% (Ramirez,
2007) y para Peru del 28%(Soto, 2005). Para el caso de Colombia, aunque no son
muchos los estudios publicados al respecto, se han reportado prevalencias que

oscilan entre el 23% y el 33%(Pinzon, 2007, Villegas, 2003). Los criterios clinicos y

18



los pardmetros utilizados para realizar el diagnostico pueden ser los responsables
de la variabilidad en las prevalencias observadas, sin embargo en los ultimos afios
se tiene un aumento en las prevalencias a nivel mundial, generando un problema

de salud publica importante (Zimmet 2005, Dean 2003).

El SM esta asociado con un incremento en el riesgo tanto para la diabetes tipo 2
(Hanson 2002, Laaksonnen 2002) como para la enfermedad cardiovascular (ECV)
(Solymoss, 2003, Girman, 2004); convirtiéndose en un factor de riesgo para
presentar enfermedad cronica no transmisible, con un alto impacto econémico
para el sistema de salud; adicionalmente el SM esta influenciado por factores
ambientales relacionados con un componente genético, el cual puede variar entre
diferentes grupos étnicos. En algunos estudios se han identificado regiones
cromosOmicas que podrian estar relacionadas con la presencia de SM (Girman,
2004, Langefeld, 2004), sin embargo aun no se tienen evidencias de una
asociacion geénica especifica, por lo tanto es necesario realizar este tipo de
estudios en nuestra poblacion, con el objeto de identificar los polimorfismos
genéticos asociados con esta patologia y detectar tempranamente los pacientes
con una posible asociacion de presentar SM y asi poder disefiar programas de
salud publica que impliquen menos costos en la atencion al paciente,
garantizando una mejor calidad de vida para ellos, generando asi un menor

impacto en la comunidad y en el sistema de salud.
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2. JUSTIFICACION

La genatipificacion de los polimorfismos Serl9Trp del gen APOAS5, Prol2Ala del
gen PPAR-Gamma, SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen del
Receptor Beta 3 —Adrenérgico, permitira evaluar si cada gen se encuentran en
equilibrio de Hardy Weinberg en la poblacion estudiada, de esta manera se podra
validar posteriormente los posibles hallazgos de asociacion de uno o todos los
polimorfismos combinados, con el desarrollo de SM en la poblacion estudiada,
ampliando asi el conocimiento sobre el posible riesgo de presentar esta
enfermedad. Esta informacién sera de utilidad para las autoridades de salud en el
pais, podran disefar y reforzar nuevas politicas de salud publica, enfocadas en la
implementacion de estrategias que disminuya el efecto de los factores
medioambientales desencadenantes de esta patologia en la poblacion a riesgo,
disminuyendo asi la tasa de morbilidad y mortalidad asociada al SM y conllevando

a la reduccion de los costos en la atencidén de pacientes.

Adicionalmente las bases de datos creadas con las frecuencias alélicas y
haplotipicasgeneradas de la genotipificacion de cada uno de los polimorfismos de
estudio, favorecera el conocimiento de esta patologia y serviran como punto de
partida para impulsar otras investigaciones relacionadas con el tema e involucrar
nuevas estrategias metodoldgicas que permitan dilucidar la totalidad de genes
involucrados en el desarrollo de esta enfermedad.

20



3. PREGUNTA

¢ Existeestructura genética en la muestra poblacional de Bucaramanga, Colombia
para los polimorfismos Serl9Trp del gen APOA5, Prol2Ala del gen PPAR-
Gamma, SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen del Receptor
Beta 3 —Adrenérgico, asociados en la presentacion de SM?
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4. HIPOTESIS

Los polimorfismos Serl9Trp del gen APOA5, Prol2Ala del gen PPAR-Gamma,
SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen del Receptor Beta 3—
Adrenérgico, no presentan estructura genéticaen la muestra poblacional de

Bucaramanga - Colombia, analizada.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio poblacional de los polimorfismos Serl9Trp del gen APOAS5,
Prol2Ala del gen PPAR-gamma; SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg
del gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico, asociados con la presencia del

Sindrome Metabdlico, en una poblacion de Bucaramanga,Colombia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar las frecuenciasalélicas de los SNPsSer19Trp del gen APOA5, Prol2Ala
del gen PPAR-Gamma; SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen
del Receptor Beta 3-Adrenérgico, en de una poblacibn de Bucaramanga,

Colombia.

Estimar las frecuenciashaplotipicascon respecto a los polimorfismos de los SNPs
Serl9Trp del gen APOAS5, Prol2Ala del gen PPAR-Gamma; SNP276 del gen de la
Adiponectina y Trp64Arg del gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico, en de una

poblacién de Bucaramanga, Colombia.

Determinar la presencia de fuerzas de cambio evolutivo y subestructura para los
polimorfismos Serl9Trp del gen APOA5, Prol2Ala del gen PPAR-Gamma;
SNP276 del gen de la Adiponectina y Trp64Arg del gen del Receptor Beta 3-
Adrenérgico, en de una poblacion de Bucaramanga, Colombia.
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6. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

6.1 SINDROME METABOLICO SM

El sindrome metabdlico SM se caracteriza por la presencia de insulinoresistencia e
hiperinsulinismo, aumento de la presion arterial, alteraciones lipidicas
(hipertrigliceridemia, descenso del colesterol de la lipoproteina de alta
densidadcHDL, presencia de lipoproteina de baja densidad LDL, aumento de
acidos grasos libres y lipemia postprandial), obesidad, con un incremento de la
morbimortalidad de origen ateroesclerotico (P.J. Miranda 2005). Este sindrome
tiene una etiologia compleja la cual esta influenciada por factores genéticos y
ambientales tales como el tabaquismo el sedentarismo y las dietas hipercal6ricas
(Alonso 2006, Martinez 2002, Groop 2000, Park 2003).

En 1923 se describio el primer paciente con anormalidades metabdlicas, pero solo
hasta 1988 Reaven, acufio el termino de sindrome “X” refiriéndose a esta entidad
caracterizaba por resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia, aumento de TG y VLDL, disminucién del colesterol HDL e HTA.

A partir de esto se inicio el trabajo para unificar una definicion.

La Organizacion Mundial de la Salud OMS sugirié que el SM se caracterizaba por:
intolerancia a la glucosa, Diabetes Mellitus DM tipo 2 o Resistencia a la Insulina

RI, junto con dos 0 mas criterios como:

e HTA > 140/90 mmHg,

e Hipertrigliceridemia (>150 mg/dl)o descenso de cHDL(<35 mg/dl en
hombres y <39 mg/dl en mujeres)

e Obesidad central (cociente cintura-cadera >0,9 cm en hombres y >0,85cm

en mujeres)
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e indice de masa corporal IMC (>30 Kg/m2)

e Microalbuminuria (220 pg/min o cociente albumina/creatinina 230 umg/mg).

El Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina EGIR, sugirié que
el SM se caracterizaba por la elevada insulina en plasma (>75 percentil) mas dos
otros factores como:
e Obesidad abdominal (diametro de la cintura = 94 cm en hombresy =80 cm
en mujeres),
e Hipertensiéon  (2140/90mmHg) o tratamiento con antipertensivos,
Hipertrigliceridemia (=150 mg/dl), y/o cHDL (<39 mg/dl).
e glucemia basal (>110 mg/dl).

EL grupo The Third Report National Cholesterol Education Program Expert Panel
on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults ATP
I, sugirié que el SM se caracterizaba por presentar tres 0 mas criterios como:

e Obesidad abdominal (diametro de la cintura 2102 cm en hombres y 288 cm
en mujeres).

e Hipertrigliceridemia (2150 mg/dl 1.695mmol/L, cHDL<40 mg/dl en hombres
y <50 mg/dl en mujeres).

e Hipertensién (=130/85 mmHg).

e Glucemia basal (>110 mg/dI).

La asociacion American Association of Clinical Endocrinologists AACE define el
SM como:

¢ Intolerancia a la glucosa.

e Metabolismo anormal de &cido urico.

e Dislipidemia, cambios hemodinamicos.

e Factores protomboticos.
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e Marcadores de inflamacion (Proteina C reactiva).

e Disfuncién endotelial.

La Federacion Internacional de Diabetes IDF sugirio definir el SM a partir de la
relacion con la obesidad central basados en la raza y el género, ademas de

incluir dos o mas factores como:

e Hipertrigliceridemia (>150 mg/dl), o tratamiento especifico para este tipo de
dislipidemia.

e Disminucion de cHDL (<40 mg/dl en hombres 6 <50 mg/dl en mujeres) o
tratamiento especifico para este tipo de dislipidemia.

e Hipertensién arterial (sistélica 2130 mmHg ¢ diastélica =285 mmHg), o
tratamiento de hipertensién arterial diagnosticada previamente.

e Glucemia plasmatica en ayunas (>100 mg/dl), o diagnéstico previo de
diabetes mellitus tipo 2 (Rakesh 2012).

Se considera que la definicién propuesta por la IDF es la mejor opcién puesto que
se ha demostrado mejor sensibilidad en la deteccién del sindrome metabdlico y
mayor adaptabilidad a los valores de algunas variables antropométricas como es
el perimetro cintura/cadera a los valores obtenidos en estudios realizados en

nuestra poblacion (Lopez, 2006).

Algunos estudios mostraron que la prevalencia del SM en mujeres
posmenopausicas de nacionalidad china, india y brasilera fue del 33.5%, 55%, y
34.7%, respectivamente (X Ruan 2010, J A D F Neto 2010). Se han identificado
mas de 200 polimorfismos en cerca de 100 genes con asociacion significativa a
los diversos componentes del SM, permitiendo relacionar la presencia del SM con
estos polimorfismos (Kissebah 2000, Chung 2008, Yammada 2007); sin embargo
hasta el momento no se conoce un estudio de asociacién génica de esta patologia

en poblacion latinoamericana, con el agravante de la dificultad que se presenta al
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tratar de extrapolar resultados de estudios hechos en otras poblaciones como
consecuencia de la gran variabilidad génica existente entre las diversas etnias, por
lo tanto es indispensable realizar este tipo de estudios en nuestra poblacién, para
garantizar su aplicabilidad en nuestra sociedad. Por ello es necesario cuantificar la
prevalencia de estos polimorfismos en nuestra poblacion y determinar si existe
subestructura poblacional puesto que esto modificaria la frecuencia de los alelos
de estos polimorfismos, indicando que la poblacidon no se esta mezclando al azar y
favoreciendo la presencia de ciertos alelos con una mayor frecuencia, condicion
necesaria de ser establecida antes de realizar el estudio de asociacion para evitar
asi hallar falsas asociaciones de estos polimorfismos con el sindrome metabdlico
en nuestra poblacion y por tanto validar los resultados de asociacion que se

realizaran a continuacion de este estudio.

6.2. APOLIPOPROTEINA A5 (APOADS5)

El gen de la APOAS esta localizado en la region 11g23.3, este tiene 4 exones, que
codifican para una proteina de 369 aminoacidos secretada exclusivamente en el
higado, cumple funciones en la homeostasis de los triglicéridos en plasma
(Pennacchio 2001, Ladeia 2011). La APOAS5 esta localizada en particulas ricas en
triglicéridos como los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad VLDL
y las lipoproteinas de alta densidad HDL, esta se une y activa la enzima
lipoproteinlipasa LPL que consecuentemente reduce los niveles de triglicéridos TG
enlas particulas de quilomicron y VLDL; la concentracion en plasma es
aproximadamente 100 ug/L (Pennacchio 2001, Ladeia 2011).

Los genes involucrados en las apolipoproteinas A juegan un rol significativo en el
perfil lipidico de los organismos, en donde alteraciones a nivel de estas moléculas
ocasionan anormalidades, aumentando la susceptibilidad a presentar
arteriosclerosis. El conjunto de genes de las apolipoproteinas hacen parte del

cluster APOAL/CIII/AIV localizado en el cromosoma 11 en la region 11923 (figura
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1). Se han reportado diversos polimorfismos genéticos ubicados en esta region,
los cuales estan relacionados con la contribucion severa de hipertrigliceridemia
(Pennacchio 2001).

Figura 1. |Representacion esquematica del cromosoma 11 en la region
11923.3 en donde se ubica el gen del APOAS.
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Fuente: Tomado de la paginaucscgenome browser disponible en

http://genome.ucsc.edu/cgi-hgTracks?db=hg19&hgFind=OmimGeneAcc&position
=606368

Se han identificado algunos polimorfismos como el SNP 1= 259 T>C, SNP 2=
IVS3 + 476 G>A, SNP 3= -1131 T>C yel SNP 4 = -12,238T/C. El SNP S19W,
se caracteriza por la sustitucion de una citosina por una guanina ubicada en el
nucledtido 56 del codon 19, sustituyendo la presencia de una serina por un
triptéfano (figura 2), (Pennacchio 2001, Ladeia 2011, Schaap 2004), este evento
ocasiona la disminucibn de la actividad de la  APOA5 causando una
hipertrigliceridemia marcada asi como la predisposicion a desarrollar de
arteriosclerosis en pacientes con hiperlipidemia tipo Ill; de tal forma que este tipo
de patologia este modulada por la variacion enel gen del APOA5 (Pennacchio
2002, Evan 2011). La prevalencia de este polimorfismo se ha estimado en
diferentes estudios de un 6% en caucésicos, 7% en afroamericanos y un 15% en
hispanos ( Oliver 2004, Kisfali 2008, Singmann 2009).
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Figura2. Representacion esquemética del gen del APOADS, relacionando la

ubicacioén de los polimorfismos.
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Fuente: Penacchio et al 2002

6.3. RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES DE PEROXISOMAS
(PPARS)

Los Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPARS) constituyen
una subfamilia de receptores nucleares que tras la union de su ligando funcionan
como factores de trascripcion, estan ubicados en el cromosoma 3 en la region
3p25 (figura 3) y el gen esta constituido por 9 exones con mas de 100 Kb. Esta
constituido estructuralmente por aproximadamente 500 aminoacidos (aa), con 5 0
6 regiones que conforman 4 dominios. La union de este factor de transcripcion al
DNA requiere la formacion de un heterodimero de PPAR con el receptor del acido
9- cisretionico (RXR), el cual interactia con un elemento de respuesta en el gen

blanco, el cual modula la transcripcion (Clarke 1999).

Figura 3. Representacion esquematica del cromosoma 3 en la region 3p25 en

donde se ubica el gen del PPARYy.
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Fuente: Tomada de la péagina de Genome Browser disponible en:
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http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&hgFind=omimGeneAcc&Positi
on=601487
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La subfamilia de los PPARs posee 3 isoformas, entre los que se pueden
mencionar al PPARa, los PPARB y los PPARy, estos ultimos poseen dos
isoformas PPARy1 y PPARy2 obtenidos por esplicing alternativo de la regién 5
terminal del gen (Rosen 2001, Zhu 1995), EI PPARy2 contiene 30 aminoacidos
adicionales en la region amino terminal comparado con la isoforma del PPAR y1,
sin embargo ambos se encuentran en el citoplasma y en el nicleo donde mas
tarde son heteromerizados con los miembros de la familia RXR. Estos receptores
son activados por acidos grasos poli- insaturados o derivados de estos, asi como
por las tiazolidinedionas (Zhu, 1995) y los fibratos; de tal forma que los acidos
grasos actian como hormonas activando receptores que van a modular su propio
metabolismo regulando asi la biosintesis lipidica, la diferenciacion de los

adipocitos, la sensibilidad a la insulina (Kawai, 2010).

Los receptores PPARYy poseen algunas funciones como promover la diferenciacion
celular, especialmente la de los adipocitos, codificar proteinas para la captacion
de los acidos grasos y realizacidon de la lipogenesis, inducir la sintesis de GLUT-4,
estimular la expresion de proteinas que intervienen en la termogénesis, inhibir la
secrecion de 6xido nitrico sintetasa, regular la captacion de LDL oxidadas y reducir
la secrecion de citoquinas del monocito (Clarke, 1999).

Se han identificado algunos polimorfismos en el exdn B del receptor PPARY2, el
cual se caracteriza por un cambio de una citosina por una guanina, generando la
sustitucion de una prolina por una alanina (figura 4), este evento se ve asociado a
alteraciones metabdlicas relacionadas con el SM como el riesgo de presentar
Diabetes tipo Il y obesidad (Rey, 2010).
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Figura4. Representacion esquematica del dominio distal de la proteina
PPARG2 y la localizacion de la mutacion Pro12A
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Fuente: Jeninga, 2009.

6.4 GEN DE ADIPONECTINA.

La Adiponectina es una proteina sintetizada principalmente en el tejido adiposo
(Viengchareun, 2002), codificada por el gen localizado en el cromosoma 3 en la
region 3927.3 (figura 5), una regidon asociada con susceptibilidad a desarrollar
sindrome metabdlico y diabetes tipo Il (Ruan, 2003), este gen codifica para una
proteina de 244 aminoacidos y 30 KDa; poseen 4 dominios un péptido sefal de 20
aminoécidos, una regién N-terminal variable sin homologia conocida, una region
colagena y un dominio globular C-terminal (Viengchareun, 2002, Ruan, 2003). La
Adiponectina puede existir en el plasma de forma completa o en fragmentos
globulares, las concentraciones normales en plasma estan en promedio de 5 a 10
pug/ml (Chandran 2003), esta proteina cumple varias funciones como aumentar la
fosforilacion de la tirosina del receptor de insulina, aumentar la captacion de
glucosa por estimulacion del GLUT-4, aumentar la actividad de los PPARa, inhibe
las enzimas encargadas de la gluconeogénesis como la fosfoenol piruvato
carboxikinasa y la glucosa 6 fosfatasa, el cual produce descensos en los niveles
de glucosa, regula la LPL y adicionalmente tienen efecto sobre el metabolismos

lipidico.
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Figura 5. Representacion esquematica del cromosoma 3 en la regién 3927.3
en donde se ubica el gen del Adiponectina
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Fuente: Tomada de la pagina de Genome Browser disponible en: http://genome
.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?position=chr3:186570873-186571373&hgsid=311156
747&snpl35Common=pack&hgFind.matches=rs1501299

Estudios in vivo en modelos animales sugieren que la Adiponectina aumenta la
oxidacion de &cidos grasos y el consumo de energia, muy probablemente a través
de la activacion de los receptores PPARa, lo que produce una disminuciéon del
contenido de TG tanto en el higado como en el musculo esquelético, vy

adicionalmente mejora la sensibilidad a la insulina in vivo (Mantzoros, 2005).

En el gen de la Adiponectina se han descrito algunos SNPs, uno de ellos se
ubican en el exdn 2 el cual se caracteriza por la sustitucion de una timina por una
guanina y otro en el intron 2 en la posicién 276, el cual se caracteriza por la
sustitucion de una citosina por una adenina (figura 6), este evento se han asociado
con disminucién en los niveles plasmaticos de Adiponectina, aumento en el
riesgopara presentar DMII y RI, sugiriendo que la hipoadiponectinemia pueda

estar asociados a alteraciones del SM (Giocabino, 2002).
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Figura 6. Representacion esquemética del gen de la Adiponectina en donde se
muestra el SNP276.
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6.5 RECEPTOR BETA 3-ADRENERGICO

El gen Receptor Beta 3-Adrenergico esta localizado en el cromosoma 8 en la
region 8pl12-pl11.2 (figura 7), este juega un papel importante en el gasto energético
a travées de la estimulacion de la termogénesis mediada por la proteina
desacoplante (UCP1) en el tejido adiposo marron de roedores (Large 1998) asi
como en la lipolisis en el tejido adiposo blanco tanto de roedores como de
humanos (Strobel 1998). Los agonistas del receptor 3 activan la termogénesis in

Vivo asi como en experimentos in vitro.

Figura 7. Representacion esquematica del cromosoma 8 en la regién 8p11.23

en donde se ubica el gen del Receptor B3 Adrenergico.
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Fuente: Tomada de la pagna de Genome Browser disponible
en:http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?position=chr8:37823548-37824048&
hgsid=311156747&snpl135Commonpack&hgFind.Matches=rs4994
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Se ha descrito una mutacion localizada en el codén 64 del dominio intracelular de
este receptor, el cual produce una sustitucion de triptéfano por arginina en esa
posicion 64 (Trp64Arg), se ha demostrado una asociacion entre este polimorfismo
con la obesidad visceral y otras alteraciones del SM (Arner 1999, Evan 2000). El
ADRB3 podria ser un gen candidato debido a que la mutacién altera la lipolisis
estimulada por catecolaminas en las células grasas de humanos causando una

disminucién en la tasa metabdlica basal (Evan 2000).

6.6 POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SINGLE
NUCLEOTICPOLIMORPHISMSNP)

Las sustituciones de un nucledétido por otro en la cadena de ADN dan como
resultado los SNPs. Este evento puede presentarse con una frecuencia de
aproximadamente 1 en 1.000 pares de bases (pb) constituyéndose en el tipo de
polimorfismo mas frecuente en el genoma humano (Sengel 2005); Estos
polimorfismos puede cambiar el marco de lectura del RNAm y alterar la proteina
recién sintetizada, generando sinonimia (adicion del mismo aminoacido) o no

sinonimia (adiciéon de un aminoéacido diferente)(Carlton, 2006).

Los SNPs pueden ser identificados por diversas metodologias como la hibridaciéon
con sondas alelo-especificas (AllelicSpecificOligonucleotide ASO) (Hacia, 1999),
minisecuenciacion (Single Base Extension SBE) (Pastinen, 1997), y ligamiento de
oligonucledtidos alelo-especificos (OligonucleotideLigationAssay OLA) (Gerry,
1999); esta genotipificacion permite emplear los SNP como marcadores estables
debido a la baja tasa de mutacion y a la tendencia de no cambiar de generacion
en generacion (Carracedo 2004); la informacion recopilada a partir de estudios
poblacionales que tuvieran como objetivo identificar el nucleétido mutado en genes
candidatos, son Utiles para entender el comportamiento de la poblacion estudiada
a partir del célculo de frecuencias alélicas, la evaluacion del equilibrio de

ligamiento, la heterocigosidad, variabilidad y ancestria geogréafica (Hacia, 1999).
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Adicionalmente la caracterizacion de un conjunto de SNPs pueden ser empleados
como una herramienta de estudios de asociacion relaciondndolos con el riesgo de
desarrollar algun tipo de patologias (Borstein, 2003), por lo tanto la deteccién de la

base polimérfica es importante para el diagndstico genético y la farmacogenética
(Carracedo 2004).
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7. TIPO DE ESTUDIO

Se realizara un estudioCross Seccional.
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8. AREA DE ESTUDIO

Bucaramanga. Santander, Colombia
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9. MUESTRA

La muestra estara conformada por 2436 individuos adultos con edades entre los
19-69 afos, que participaron en los estudios CARMEN (Conjunto de Acciones
para la Reduccion Multifactorial de Enfermedades Crénicas no Trasmisibles) e
INEFAC (Incidencia de Enfermedades Cardiovasculares y de sus Factores de
Riesgo) (Orostegui, 2006).
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10. CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

Se utilizé el programa interactivo “Power and Size Sample Calculation” disponible
en http://biostat.mc.vanderbilt.edu/wiki/Main/PowerSampleSize (Dupont, 1999).
Para determinar las razones de prevalencias minimas que se podran determinar a
partir de la muestra establecida, teniendo en cuenta que la menor prevalencia
reportada para los polimorfismos de interés en individuos sanos fue del 6%
correspondiente al polimorfismo Prol2Ala del gen PPAR- Gamma.Se trabaj6é con
un alfa de 0,05 y un poder del 90%.
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11. VARIABLES

Para la construccion de la base de datos se tuvieron en cuenta las variables
sociodemogréficas como edad (afios cumplidos), género (hombre/mujer), perfil
lipidico, Sindrome Metabdlico y los polimorfismos genéticos Serl9Trp del Gen
APOAS5, Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma, SNP276 del Gen de la Adiponectina y
Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico.
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12. PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

12.1 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

En esta investigacién se analizaran algunas regiones polimdrficas de los genes
APOA5, PPARGama, Adiponectina y el Receptor Beta 3-Adrenérgico, los
polimorfismos son de tipo Single NucleoticPolimorphism (SNP) y para su deteccion
se utilizé la metodologia del SNaPshot, proceso en el que los polimorfismos son
inicialmente amplificados usando primers especificos no marcados que permitiran
amplificar segmentos especificos para contar con multiples copias de cada uno de
los SNPs de interés dentro de estos genes. El disefio permite realizar la
amplificacion simultadnea de los 4 SNPs incluidos en esta investigacion (Serl9Trp
del gen APOA5, Prol2Ala del gen PPARG, SNP276 del gen de la Adiponectina
Trp64Arg del gen del receptor beta 3-adrenérgico), en una PCR multiplex.

Posteriormente estos amplificados se purificaron mediante el uso de las enzimas
SAP y EXO SAP para eliminar el ADN no amplificado, a continuacion se realizo la
tipificacién de los SNPs por minisecuenciacion con la técnica de SNaPshot, para
ello se incubaron los amplificados purificados con una sonda que reconoce la
region inmediatamente aledafia al SNP o a la base nitrogenada de la hebra de
enfrente del SNP, permitiendo de esta forma la identificacion del polimorfismo; una
vez el ddNTP se incorpore, a continuacion de la sonda, por minisecuenciacion.

El SNaPshot es una técnica de minisecuenciacion, que tiene como proposito
realizar una extension de una sola base (SBE) que incorpora un dideoxinucleotido
(ddNTP), marcado con un fluorocromo que emite fluorescencia, al templete de
ADN en el lugar donde esta el polimorfismo, permitiendo asi detectarlo; este
proceso requiere la presencia de la ADN polimerasa, el cloruro de magnesio y los
ddNTPs marcados, cada uno con un fluorocromo de diferente color. A cada

ddNTP le falta el grupo hidroxilo del carbono 3" de la desoxirribosa y esto genera

41



un bloqueo de la polimerizacion bloqueando la formacién del enlace fosfodiéster
entre este ddNTP y el grupo fosfato del siguiente nucledétido (Cristofaro, 2010).

Al finalizar la minisecuenciacion, los productos de ella se corren en una
electroforesis capilar en el equipo ABI PRISM 310 de Applied Biosystems donde a
medida que avanzan por el capilar reciben la sefial del ldser que excita los
fluorocromos de los ddNTPs y estos emiten una sefial fluorescente de un color
determinado: verde para la adenina, amarillo para la citosina, azul para la guanina
y rojo para la timina. Esta sefial fluorescente es captada y analizada por el
software GeneMapper del equipo, permitiendo asi la identificacion de la base

nitrogenada (SNP) que esta alli ubicado.

12.1.1 Disefio de primers.No se emplearon los primers reportados en la literatura
para los polimorfismos analizados debido a que algunas de las secuencias
descritas no podian ser incluidas en una PCR multiplex, por lo tanto fue necesario

realizar el disefio de los primers que pudieran amplificar en una PCR multiplex.

Se disefiaron 12 primers para la identificacion de los polimorfismos Ser19Trp del
Gen APOA5, Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma, SNP276 del Gen de la
Adiponectina y Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico (Anexo 1). Se
buscaron los genes y SNPs de interés clinico relacionado con la enfermedad de
Sindrome metabdlico en la base de datos dbSNP de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Se seleccionaron solo los SNPs que cumplian
por lo menos con un criterio de inclusion. Dentro de estos criterios se

contemplaron:

e La ubicacién del SNP en una region codificante
e Generar una mutacion no sinénima
e Estar validado; lo cual implica cumplir con los criterios para validacion por

Cluster, validacion por frecuencia de datos genotipicos (teniendo en cuenta
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el alelo de menor frecuencia) y por ultimo haber sido secuenciado en el
proyecto de los Mil Genomas.

Para obtener la secuencia de oligonucleotidos se empleé el programa Primer 3 v
0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),utilizandolos  pardmetros de una
temperatura de anillamiento de 60°C y un producto de 80 a 350 pb (Untergrasser,
2012, Koressaar 2007).

Para determinar la presencia de secuencias de anillamiento repetidas en el
genoma,
se alinearon los oligonucle6tidos con la secuencia de la base de datos NCBI

empleando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

La presencia de interacciones no especificas de los oligonucleétidos como
dimeros de primers y hairpin se evalué por medio del programa AutoDimer
(http://www.cstl.nist.gov/strbase/NIJ/AutoDimer.htm) (Vallone, 2004). Una vez
obtenida las secuencias definitivas para la identificacion de cada uno de los SNPs
fueron enviados a sintetizar por la compafiia Integrated DNA Technologies IDT® la
cual realizo purificacion de los primers por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
HPLC.

12.1.2 Extraccion de ADN con el kit de PrpFiler®Forensic DNA. Para una
muestra de 3 mL de sangre con anticoagulante EDTA o una mancha de sangre en
papel FTA de 3mm x 3mm.

- Enuntubo eppendorf de 1,5 colocar 300ul de buffer de lisis I.

- Colocar la mancha dentro del tubo e Incubar a temperatura de 70° por 40

min en agitacion suave.
- Colocar las particulas magnéticas a una temperatura de 37 ° por 30 min.
- Retirar el papel filtro y colocar 15 pL de particulas magnéticas y 180 uL de

isopropanol.
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Mezclar en vortex suave por 5 s.

Mezclar en vortex lento por 10 min.

Mezclar en vortex rapido por 10 s.

Colocar la muestra en el soporte magnético por 1 a 2 min.

Remover el sobrenadante sin retirar el eppendorf del soporte magnético,
adicionar 300 pL de solucién buffer de lavado.

Retirar el eppendorf del soporte magnético y dar un vortex suave por 5 s.
Colocar el eppendorf nuevamente en el soporte magnético por 1 a 2 min, y
repetir los lavados 2 veces mas.

Adicionar 5ul de buffer de elucion e incubar a 70° en agitacién suave por 5
min.

Mezclar en vortex suave por 2 s.

Colocar la muestra en el soporte magnético por 1 min.

Transferir el liquido del eppendorf a un nuevo tubo estéril

12.1.3 Cuantificacion del material genético . Para calcular la concentracion de

ADN gendmico se tom6 1 pL de ADN y se ubicé en el espectrofotometro

NanoDrop 1000 ThermoScientific® el cual midié la concentracion y calidad del

12.1.4 Amplificacién del material génico por medio de PCR. Para una muestra

preparar la siguiente mezcla de PCR:

QIAGEN Multiplex PCR kit (www.giagen.com)
10X Primer Mix. (incluidos todos los primers a una concentracion de 1uM-

3uM) tabla 1 y se amplifica con el protocolo descrito en la tabla 2.
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Tabla 1. Protocolo para el montaje de la PCR

Reactivo Volume por muestra
2x Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5L
10x Primer mix 1pL
H,0 3 uL
ADN (0,5 — 5 ng/pl) 1pL
Tabla 2. Programa de Amplificacion
30 CICLOS
PASO EXTENSION | PASO
INICIAL | pENATURACION ANILLAMIENT EXTENSIO|  FINAL FINAL
(@) N
0,
95°C 94°C 60°C 7§OC 72°C 4°C
15 minutos 30 segundos 90 segundos 60 minutos ]
segundos

12.1.5 Verificacion de la Amplificaciobn de las muestras:. Se verifico la
amplificacion de los SNPs mediante el montaje de electroforesis en geles de
agarosa coloreados con bromuro de etidio, con el objetivo de asegurar la

presencia delos amplificados de las muestras que se minisecuenciaron.

12.1.6 Limpieza de los productos de la PCR. En un eppendorf de 0,2 ml montar:
Amplificado 2,5uL

Exosap — IT Amersham 1L

Dar un pulso en vortex y llevar al termociclador para correr el programa Exosap
(tabla 3):

Tabla 3. Programa Exosap.
ACTIVIDAD INACTIVACION
ENZIMATICA DE LA ENZIMA
4°C
37°C 85°C oc
45 minutos 15 minutos
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12.1.7 Minisecuenciacion. Se realiza con el kit SNaPshot™ (AppliedBiosystems).
El kit trae una mix de la que se pueden preparar alicuotas que se guardan a -20

°C. En un eppendorf de 0,2 ml preparar para cada muestra:

SNaPshot reaction mix 2,5 L
Primer mix 1,5puL
Producto amplificado purificado 2,0 pL

Llevar al termociclador para correr el programa SNaPshot (tabla 4).

Tabla 4. Programa SNaPshot.

30 CICLOS
PENATORACIO laNILLAMIENTO| EXTENSION |, .
96 °C 55 °C 60 °C .
10 segundos 5 segundos | 30 segundos

12.1.8 Limpieza de los productos del SNaPshot. En el eppendorf de 0,2 ml que
se saca del termociclador y que contiene 6 uL de la reaccion del SNaPshot

adicionar 1 pL de enzima fosfatasa SAP de concentracion 1 U/ pL.

Mezclar en vortex con un pulso y llevar al termociclador para correr el programa
SAP (tabla 5).

Tabla 5. Programa SAP.

ACTIVIDAD INACTIVACION
ENZIMATICA DE LA ENZIMA
4°C
37°C 85°C oc

80 minutos 15 minutos
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12.1.9 Montaje en el Analizador Genético ABI PRISM 310. Prepara una placa o
una tira de tubos para realizar el montaje de las muestras en el equipo. Para cada

muestra montar:

Formamida 12pL

Genescan Liz 120 0,3 pL

Se preparé esta mezcla para el nUmero de muestras a montar, mas una adicional
por el error de pipeteo. Se mezcldé en un vortex y se sirvio 12uL de la mezcla
preparada, en cada tubo y se adiciono 3 pLdel producto
minisecuenciadopurificado. Mezclar en vortex y centrifugar por 1 min a 1000 rpm
para llevar al fondo de cada tubo la mezcla preparada.

Llevar los tubos con la mezcla a 94°C durante 3 minutos, antes de ser ubicados en
el equipo ABI 310.

Se creo6 en el equipo la samplesheet incluyendo los controles (positivo y negativo)y
cada muestra con las siguientes especificaciones de corrida de la electroforesis
capilar: RUN MODULE: SNP36POP4 DYE SET E5, RUN VOLTAGE: 15KV, RUN
TIME 1000sg INJECTION TIME 20sg, INJECTION VOLTAGE 2.

12.1.10 Anélisis de los Electroferogramas. Una vez terminada la electroforesis
capilar, se observaron y analizaron los electroferogramas de cada una de las
muestras y de los controles (negativo y positivo) identificando el patrén de ddNTPs

agregados en el lugar de los SNPs.

Se establecié el genotipo respectivo de cada una de las muestras, el cual fue
asignado segun el color que emita la sefial fluorescente, verde para la adenina,
amarillo para la citosina, azul para la guanina y rojo para la timina, permitiendo
identificar la base nitrogenada del SNP graficada en un plano cartesiano en donde
el eje de las X corresponde al peso en pares de bases (pb) y el eje de las Y a las
unidades de fluorescencia relativa (rfu),figura 8.Se emplearon primersen sentido

5°-3"para los polimorfismosSNP276 del Gen de la Adiponectina y Trp64Arg del
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Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico y primersantisentido3’-5" para los
polimorfismos Serl9Trp del Gen APOAS5 y Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma(tabla
6), a partir de estos perfiles genéticos se construyé una base de datos en Excel
con la informacion de cada uno de los cuatro polimorfismos,registrando labase
complementaria solo para los polimorfismos Serl9Trp y Prol2Ala debido a que se
detectdé en el electroferograma la base de la hebra complementaria del ADN
(sentido 3°-57), toda la informacion se digitalizo por duplicado y se valid6 con el

Software Epilnfo version 3.5. (65).

Figura 8.  Asignacion de las bases nitrogenadas de acuerdo al fluorocromo con

el que estan marcadas. * Fluorocromo amarillo (Citosina) se observa en color

negro.
15 25
3000-
rfu 2000+
+ G T A C=*
1000+
0
pb
Tabla 6. Identificacion de las bases nitrogenadas de los polimorfismos.
Polimorfismo pb Sentido Deteccidn Mutacién | Producto
nh
APOA5 23 3-5 Cll cH G 268
PPARG 34 3-5 GIl | cH G 186
ADIPONECTINA 29 5-3 cll | AL A 196
RECEPTOR B3| 15 5-3 clH "B T 263

12.1.11 Secuenciacién. Como parte del control de calidad se realiz6 la
secuenciacion de los primers (anexo 1), asi como de 50 de las muestras de ADN

amplificado para cada polimorfismos, secuenciados con el kit BigDyeTerminator
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(AppliedBiosystems®) y purificadas con el kit BigDye® X TerminatorPurification Kit
(AppliedBiosystems®). Posteriormente se realiz6 la electroforesis capilar en el
equipo ABI Prims 310; una vez obtenida la secuencia de los nucleétidos se
confirmé con el softwarePrimer 3.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
(Untergrasser 2012, Koressaar 2007) la concordancia de los resultados entre las

muestras minisecuenciadas y secuenciadas.

49


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)%20(Untergrasser
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)%20(Untergrasser

13. CONTROLES DE CALIDAD

Se realiz6 control de calidad, el operador que proceso las muestras no conocia la
identidad de las muestras ni la condicién de los pacientes de tener o no Sindrome

Metabdlico.

Antes de realizar la minisecuenciacion a cada una de las muestras, se
identificaron los primers forward y reverse para cada uno de los polimorfismos por
medio de una electroforesis de agarosa, en esta se observaron tamafos de
amplificados de: 268 pb para el polimorfismo Ser19Trp, 168 pb para Prol12Ala, 196
pb para SNP276y 263 pb para Trp64Arg (figura 9).

Figura9. Gel de agarosa en donde se muestran las bandas correspondientes
a los amplificados de cada uno de los polimorfismos.

Se incluyeron controles positivos y negativos en cada uno de los montajes
realizados en el equipo ABI Prims 310.

Se realizdé la minisecuenciacion y secuenciacion de muestras seleccionadas

aleatoriamente.
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14. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realiz6 un estudio CrossSectional, en donde se calcularon las frecuencias
alélicas y genotipicas empleando el software de analisis genético poblacional
Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier, 2010), con el objeto de identificar las diferencias

significativas entre los cuatro polimorfismos.

Para determinar si la poblacién esta bajo equilibrio, se aplicé el test de Hardy-
Weinberg utilizando software Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier, 2010);se empled la
prueba de chi? (p<0,05), para comparar las frecuencias alélicas observadas y las
esperadas de cada uno de los cuatro polimorfismos. La presencia del estado de
equilibrio indica que la poblacion estudiada es homogénea con respecto a la
frecuencia y distribucion de distintos alelos y no es una mezcla de sub-poblaciones
con distintas frecuencias y distribucién de alelos para los genes estudiados.

Se calculd el coeficiente de endogamia o estadistico de Fst con el software
Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier, 2010) con el objeto de evaluar la estructura genética
poblacional a partir de los datos genotipicos de cada uno de los polimorfismos los
cuales estaban agrupados en afectados y no afectados por la presencia de

sindrome metabdlico.

Se calcularon las frecuencias haplotipicas de los grupos de individuos afectados y
no afectados para sindrome metabdlico a partir del software Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier, 2010) se compard si existian diferencias significativas en las

frecuencias haplotipicas analizadas.
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15 CONSIDERACIONES BIOETICAS

Desde el punto de vista ético, la presente investigacion se fundamenta en los
principios establecidos en la declaracion de Helsinki (v. octubre 2013) (Declaracién
de Helsinki, 2013) que la Asociacion Médica Mundial ha promulgado. Dicha
declaracion es una propuesta de principios éticos que sirven para orientar a los
meédicos y a otras personas que realizan investigacion médica en seres humanos,
incluyendo la investigacion del material humano o de informacion identificable. En
el contexto establecido anteriormente, en el presente estudio se tendra en cuenta,
ademas de los principios en la declaracion de Helsinki, lo contemplado en la
resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de Colombia. De
acuerdo con la resolucion 8430 de 1993, se considera a éste proyecto una
investigacion con riesgo minimo, dado que se emplean técnicas de investigacion

sin realizar alguna modificacion intencionada de las variables identificadas.

Los principios éticos que se aplican para este estudio estan centrados en el criterio
de confidencialidad para con los datos obtenidos, solo se suministraran resultados
del andlisis de los datos, y no se proporcionaran los datos particulares. La
informacion sera utilizada para el beneficio de la comunidad fortaleciendo en
conocimiento sobre esta patologia en pro del desarrollo de actividades de

promocién y prevencion de la salud.

Se tendrd en cuenta la normatividad internacional para estudios genéticos por ello
se realizaréa firma de consentimiento informado por parte de la paciente (anexo 2).
Se cuenta con la aprobacién del comité de Etica de la Universidad Industrial de

Santander (anexo 3)
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Los programas, Primer 3, Dimer, Blast yArlequin V3.5.1.2, tienen licencia de uso
libre en la web y las licencias del software Stata 12 y EndNote fueron adquiridas
por el grupo de Genética Humana de la Universidad Industrial de Santander.

16. RESULTADOS

En la base de datos se encontraron 2996 individuos de los cuales se extrajo ADN
a 2436; se amplificaron 1923 muestras y se obtuvo el perfil genético de los cuatro

polimorfismos a 1274 individuos; no fue posible realizar la identificaciéon de los

SNPsen 513 muestras (figura 10).

Figura 10. Total de muestras analizadas para los cuatro polimorfismos

| Tamario de |
muestra
| 2436 |
I
| |
No amplificados | Amplificados i
513 | 1923 |
]
| | . | | | . |
APOA5 | | Prol2Ala ‘ | SNP276 | | Trp64Arg
| |
[ Amplificados || s | Amplificado | _| Amplificado |
| 1807 T acos 1899 | | 1316 |
1923
NO amplificados NO amplificado) || NO amplificado i
116 | 24 607

La diferencia en el tamafio de muestra puede ser atribuida a interferencias en
cualquiera de los pasos de la técnica como la extraccion de ADN, la amplificacion
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por PCR y la electroforesis capilar. En la extraccion de ADN la muestra de sangre
puede tener Inhibidores que bloquen la lisis celular provocando que la cantidad de
ADN gue se extraiga no sea la suficiente para obtener un perfil genético; por otra
parte la hemoglobina pueden bloquear la actividad enziméatica de la ADN
polimerasa disminuyendo de esta forma la concentracion de amplificado de la
PCR. Al realizar una PCR multiplex cada uno de los cebadores hibridan a una
temperatura de anillamiento especifica; las variaciones de estas temperaturas
pueden ocasionar uniones erroneas entre estos cebadores y la hebra de ADN.
Otro factor que puede contribuir a disminuir la probabilidad de anillamiento, es el
tamafio de la secuencia de ADN que identifica el SNP del polimorfismo de ADBR
(15 pb)(anexol).

16.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

Se analizaron1274 individuos del proyecto CARMEN e INEFAC, con edades
comprendidas entre 15 y 66 afios de ambos géneros, compuestos por 465
hombres y 809 mujeres con promedio de edad de 40 afos, provenientes de
Bucaramanga Colombia.

16.2 POLIMORFISMOS

Se identificaron los polimorfismos (tabla 7) y las frecuencias alélicas y genotipicas
de cada uno de ellos (tabla 8).Se emple6 el marcador interno GeneScan™ 120
LIZ™ (figura 11) para asignar los pesos de los picos fluorescentes segun la unién
de los ddNTPs incluidos en el polimorfismo. Se incluyeron los controles positivos
(figura 12) y negativos (figura 13) para cada grupo de muestras montadas en el
ABI PRIMS 310.
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Tabla 7. Informacion general de los cuatro polimorfismos,* identificacion del
SNP con sonda reverse.

RS POLIMORFISMO ALELO MUTACION ALELO DE
ANCESTRAL MENOR
FRECUENCIA
3135506 | Serl9Trp del Gen APOAS G C>G C=0.046/100
(APOAbL)*
1801282 | Prol2Ala del Gen PPAR- C C>G G=0.066/144
Gamma (PPARG)*
1501299 | SNP276 del Gen de la C C>A A=0.320/697
Adiponectina (ADIPOQ)
4994 | Trp64Arg del Gen del C C>T C=0.100/218
Receptor Beta 3-

Adrenérgico (ADBR)

Tabla 8. Frecuencias genotipicas, alélicas y Equilibrio de Hardy Weinberg

(EHW) para los cuatro polimorfismos. T Polimorfismo por fuera de EHW.

Polimorfismo Genotipo N Frecuencia Frecuencia EHW?
Genotipica Alélica P=

GG 1326 0,7326 G: 0,8559 0.0030t
3135506/ APOAS CG 420 0,2465 C: 0,1440

CcC 61 0,0207

CcC 1531 0,7929 C: 0,8905 0.1501
1801282/PPARG CG 373 0,1950 G: 0,1095

GG 17 0,0119

CcC 555 0,4524 C: 0,6726 0.00721
1501299/ADIPOQ CA 604 0,4403 A: 0,3273

AA 115 0,1071

CcC 27 0,0199 C: 0,1412 0,9079
4994/ADBR CT 317 0,2426 T:0,8587

T 972 0,7373
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Figura 11.
GeneScan™ 120 LIZ™™

SISO L EE——A .

Figura 12.

Electroferograma en donde muestra el marcador de peso molecular

Electroferograma en donde muestra el control positivo. Se observa

el perfil genético de los polimorfismos Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-
Adrenérgico C/T,Serl9Trp del Gen APOA5 C/C, SNP276 del Gen de la
Adiponectina C/A'y Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma G/G.
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Figura 13.  Electroferograma en donde muestra el control negativo.

16.2.1. Ser19Trp del gen APOAS. El alelo ancestral del polimorfismo Serl9Trp
del gen APOAbGcorresponde al pico CC (negro) y la mutacion al pico CG (negro y
azul) y GG (azul) (figura 14). En la tabla 8 el polimorfismo Serl9Trp del Gen
APOA5 mostro a G como el alelo mas comun con un 85,59% y a GG como el
genotipo de mayor frecuencia con 73,26%. El porcentaje de heterocigotos
correspondio al 24,65%(figura 15) y C fue el alelo menos representativo en la
poblacion con 14,40%. Se confirmd la presencia de los perfiles CC, CG y GG por
la técnica de secuenciacion (figura 16). La poblacion para este polimorfismo esta

por fuera del equilibrio de Hardy Weinberg con un p=0.003.

Figura 14. Electroferograma de tres muestras en donde se resalta el
polimorfismo Serl9Trp del Gen APOA5 (APOAS5): A) Perfil GG; B) Perfil G/C;
C)Perfil CC.

A. B. C.
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Figura 15. Frecuencia genotipica del polimorfismo Ser19Trp del Gen APOAS.

F. Genotipica APOAS
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Figura 16. Secuenciacion de tres muestras del polimorfismo Serl9Trp del Gen
APOAS5 (APOAD): A) Perfil GG; B) Perfil G/C; C)Perfil CC.
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16.2.2. Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma. El alelo ancestral del polimorfismo
Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma correspondié al pico GG (azul) y la mutacion al
pico GC (azul y negro) y CC (negro) (se reportan las bases complementarias

debido a que se identificé el SNP con un primer reverso) (figura 17). En la tabla
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8el polimorfismo Prol12Ala mostro a C como el alelo mas comun con un 89,05% y
a CC como el genotipo de mayor frecuencia con 79,29%. El porcentaje de
heterocigotos correspondiéo al 19,50% (figura 18) y G fue el alelo menos
representativo en la poblacién con 10,95%. Se confirmé la presencia de los
perfiles GG, GC y CC por la técnica de secuenciacion (figura 19). La poblacion

para este polimorfismo esta en equilibrio de Hardy Weinberg con un p=0.15.

Figura 17. Electroferograma del polimorfismo Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma,
en donde se observa: A) Perfil CC; B) Perfil C/G; C) Perfil GG.

A. B. C.

¥5)
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Figura 18. Frecuencia genotipica del polimorfismo Prol2Ala del Gen PPAR-

Gamma.
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Figura19. Secuenciacion de tres muestras del polimorfismo Prol12Ala del Gen
PPAR-Gamma: A) Perfil CC; B) Perfil C/G; C)Perfil GG.
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16.2.3. SNP276 del Gen de la Adiponectina. El alelo ancestral del polimorfismo
SNP276 del Gen de la Adiponectina correspondi6 al pico CC (negro) y la mutacién
al pico CA (negro, verde) y AA (verde) (figura 20). En la tabla 8 el polimorfismo
SNP276 mostro a C como el alelo mas comun con un 67,26% y a CC como el
genotipo de mayor frecuencia con 45,24%. El porcentaje de heterocigotos
correspondio al 44,03% (figura 21) y A fue el alelo menos representativo en la
poblacién con 32,73%. Se confirmd la presencia de los perfiles CC, CG y GG por
la técnica de secuenciacion (figura 22). La poblacién para este polimorfismo esta

por fuera del equilibrio de Hardy Weinberg con un p=0.0072.
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Figura 20. Electroferograma del polimorfismo SNP276 del Gen de la
Adiponectina, en donde se observa: A) Perfil CC; B) Perfil C/A;C) Perfil AA.
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Figura2l. Frecuencia genotipica del polimorfismo SNP276 del Gen de la

Adiponectina.
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Figura 22.

Secuenciacion de tres muestras del polimorfismo Prol2Ala del Gen

PPAR-Gamma: A) Perfil CC, B) Perfil C/G y C)Perfil GG.
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16.2.4. Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico. El pico CC (negro)

corresponde al alelo ancestral del polimorfismo Trp64Arg del Gen del Receptor

Beta 3-Adrenérgicoy la mutacion al pico CT (negro, rojo) y TT (rojo) (figura 23). En

la tabla 8 el polimorfismo Trp64Arg mostro a T como el alelo mas comun con un

85,87% y a TT como el genotipo de mayor frecuencia con 73,73%. El porcentaje

de heterocigotos correspondié al

24,26% (figura 24) y C fue el alelo menos

representativo en la poblacién con 14,12 %. Se confirmé la presencia de los

perfiles CC, CT y TT por la técnica de secuenciacioén (figura 25). La poblacion para

este polimorfismo esta en equilibrio de Hardy Weinberg con un p=0.9079.

62



Figura 23.  Electroferograma del polimorfismo Trp64Arg del Gen del Receptor
Beta 3-Adrenérgico (ADBR) en donde se observa: A) Perfil CC; B) Perfil CT; C)
Perfil TT.
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Figura 24. Frecuencia genotipica del polimorfismo Trp64Arg del Gen del

Receptor Beta 3-Adrenérgico.
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Figura 25.

Secuenciacion de tres muestras del polimorfismo Trp64Arg del Gen

del Receptor Beta 3-Adrenérgico (ADBR): A) Perfil CC, B) Perfil C/T y C) Perfil TT.
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No se observé ligamiento en los polimorfismos estudiados a partir del test de

linkage desequilibrium.

No hay evidencia de estructura genética Fs;: -0.0009 en los grupos con presencia y

ausencia de SM de la poblacional de Bucaramanga para los polimorfismos
Serl9Trp del Gen APOAS5, Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma, SNP276 del Gen de
la Adiponectina y Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico, debido a

qgue los valores reportados estan dentro del rango de 0 a 0,005 en donde se

relaciona poca diferenciacion genética (Hulsinger, 2009).
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16.3. FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

Se mezclaron los genotipos de los cuatro polimorfismos para cada uno de
individuos arrojando 14 combinaciones posibles. Se observo que el haplotipo con
mayor frecuencia fue TGCC con 43,57% y el menor fue TCAG con 0,12%(tabla 9).

Tabla 9. Frecuencias haplotipicas de los cuatro polimorfismos

Frecuencia Haplotipo
0.005977 CCAC
0.012478 CCCC
0.034703 CGAC
0.006230 CGAG
0.070991 CGCC
0.010909 CGCG
0.037742 TCAC
0.001250 TCAG
0.073119 TCCC
0.013468 TCCG
0.219744 TGAC
0.021670 TGAG
0.435749 TGCC
0.055970 TGCG

© 0N O~ WDN P H

Il I i
A wDN RO

Se mezclaron los genotipos de los cuatro polimorfismos de cada uno de
individuos; se construyeron dos grupos para la variable Sindrome Metabdlico en
afectados y no afectados, se originaron 14 combinaciones posibles para cada uno
de los grupos (tabla 10). Se observd que el haplotipo con mayor frecuencia fue
TGCC con 43,32% y 43,62% respectivamente, el haplotipo menos frecuente fue
CCCG para el grupo de los afectados con 0,093% y CCAC para el grupo de los no
afectados con 0,32% el haplotipo CCCG no aparece en el grupo de los no
afectados. No se encontraron diferencias significativas entre los haplotipos de los
grupos de afectados con sindrome metabdlico y no afectado con sindrome
metabdlico (p: 0,233).
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Tabla 10.

Frecuencias haplotipicas de los cuatro polimorfismos para los

grupos de afectados y no afectados con Sindrome Metabdlico. * Frecuencia mas

alta, ** frecuencia mas baja.

AFECTADOS CON SINDROME

©O© O~NOOODA~WNPE H

NO AFECTADOS CON SINDROME

METABOLICO METABOLICO
Frecuencia Haplotipo Frecuencia Haplotipo
0.012002 CCAC 0.003215 CCAC**
0.002836 CCcCC 0.017686 CcCccC
0.000933 CCCG ** 0.034007 CGAC
0.036024 CGAC 0.007308 CGAG
0.003703 CGAG 0.070361 CGCC
0.071240 CGCC 0.010670 CGCG
0.009498 CGCG 0.033948 TCAC
0.043522 TCAC 0.003638 TCAG
0.069648 TCCC 0.074494 TCCC
0.011509 TCCG 0.012444 TCCG
0.218968 TGAC 0.223571 TGAC
0.010220 TGAG 0.022744 TGAG
0.436209 TGCC* 0.433241 TGCC*
0.073689 TGCG 0.052673 TGCG

16.4. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON
METABOLICO

SINDROME

No se observaron diferencia significativa entre la presencia del cambio de

aminoéacido de cada uno de los polimorfismos evaluados y el Sindrome Metabdlico

(tabla 11).

Tabla 11.

Valor de Chi ?y p para los cuatro polimorfismos.

RS POLIMORFISMO Chi ? P

3135506 | Serl9Trp del Gen APOAS 3.8270 0.148
(APOAG)*

1801282 | Prol2Ala del Gen PPAR- 0.0238 0.988
Gamma (PPARG)*

1501299 | SNP276 del Gen de la 0.2375 0.888
Adiponectina (ADIPOQ)

4994 | Trp64Arg del Gen del 0.3320 0.847

Receptor Beta 3-
Adrenérgico (ADBR)
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17. DISCUSION

Revisando la literatura disponible existen pocos articulos que se enfocan en la
tipificacion de los polimorfismos y la posible asociacion con Sindrome Metabdlico
(Tellechea, 2009).Uno de estos trabajos fue realizado por Tallechea donde reporta
asociacion del polimorfismo Prol2Ala y SM en una poblacién 487 argentinos,
donde no se encontraron genotipos Alal2Ala del gen PPAR pero si genotipo
heterocigoto Pro/Ala con una frecuencia de 14,9% (Tellechea, 2009).Hasta la
fecha no hay ningun articulo en donde relacione los cuatro polimorfismos
Serl9Trp del Gen APOAS, Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma, SNP276 del Gen de
la Adiponectina y Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgico tipificados
para una poblacién de Bucaramanga, es por esto que este estudio se convierte en
el primero de este tipo para la poblacion del oriente Colombiano.

Se han realizado otros estudios en donde abordaron uno o dos polimorfismos
relacionados con alguno de los criterios para el diagndstico de SM como son
diabetes, hipertensién y obesidad (Schaap 2004, pennacchio 2002, Rey 2010,
Evan 2000). Uno de estos autores fue Penachio el cual encontré que en
Norteamericanos e Hispanos la frecuencia del alelo mutado del polimorfismo
Serl9Trp del gen APOAS fue de 15%, para caucasicos del 6%, para africanos y
americanos del 7% (Andrade, 2011). Ruiz y Narvaez reportaron que para
poblaciones costarricenses la frecuencia 19Trp es del 10,02% y autores como Lai
reportaron frecuencias bajas en chinos, malayos e hindis de 0,1%, 1% y 3%
respectivamente. Por otra parte Andrade reportd que en poblaciones brasileras la
frecuencia del polimorfismo fue de 13,7% (Andrade, 2011). Los resultados de esta
investigacion no son semejantes a las frecuencias anteriormente reportadas
(Serl9Trp 73,26%), sin embargo concuerdan con las datos reportados por el NCBI
en una poblacién de Estados Unidos (ESP) con 87.4%

(https://esp.gs.washington.edu/drupal/) (anexo 4).
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Tellechea reportd que la frecuencia del alelo mutado del polimorfismo Prol2Ala
del gen PPAR en Caucésicos fue del 5.9% al 21.6% con un promedio de
12.7%.Hsieh reporto que en chinos con diabetes tipo 2 la frecuencia fue de 26%
(Hsieha, 2010), Gounda encontré en una poblacion asiatica frecuencias de 1.7% a
9.3% con un promedio de 4.5% (Gouda 2010). Rey informo que en Alemanes las
frecuencias fueron de 3% para pacientes con higado graso y 1,5% en controles y
en pacientes Japoneses con diabetes tipo 2 valores de 2.39% (casos) y 4.13%
(controles) (Rey, 2010), Pattanayak reporto para poblaciones belgas e hindues
que la frecuencias de la mutacion fue del 12% (Pattanayak, 2014), en suizos
obesos y con diabetes tipo 2 de 0,9% (Stefanski, 2010) y en pacientes mongoles
con hipertension de 1.3%(casos) y de 3.6% (control) (Gao, 2010). Los resultados
de esta investigacion muestran que la frecuencia de 12Ala fue del 1,19%,lo cual
nos deja ver que estos resultados son similares a los reportados en otras

poblaciones.

Jung reporto que la frecuencia del alelo mutado del polimorfismo SNP276 del Gen
de la Adiponectinaen coreanos fue del 7,7% (Jung, 2006). Por otra parte
Hashemiinformo frecuencias enlranies de 2,4% (Hashemi, 2013), Rowida reporto
gue enarabes las frecuencias fueron de 30% (Rowida, 2011) y Yuan encontré que
enchinos con enfermedad obstructiva pulmonar frecuencias de 17,2% (casos) y
10,6%(controles) (Yuan, 2012). En estadunidenses con cancer de prostata se
observé una frecuencia de7,7% (casos) y 8,4% (controles) (Kaklamani, 2011) y en
poblaciones con cancer de seno mostraron que en africanos la frecuencia fue de
16,5% (casos) y 12,5% (controles) y en hispanos con la misma patologia se
encontré 6,5% (casos) y 7,6% (controles) (Kaklamani, 2013).Los resultados de
esta investigacion muestran que la frecuencia del polimorfismo SNP276 del gen de
la Adiponectina fue de 10,71%, lo cual nos deja ver que estos resultados son

similares a los reportados en otras poblaciones.
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Saliba reporto que la frecuencia del alelo mutado del polimorfismo Trp64Arg del
Gen del Receptor Beta 3-Adrenérgicoen brasileros fue del 22,7% (Saliba, 2014),
Likanonsakul informo en tailandeses un 78,5% (Likanonsakul, 2013) y Takeuchi
observo que en una poblaciones de japoneses la frecuencia fue del 3% (Takeuchi
2012); Karasaki reporto que para poblaciones bolivarianas se report6 frecuencias
del 18% y en poblacion japonesa 19%( Karasaki, 2004), Anshika reporto que para
una poblacion de indigenas americanos la frecuencia del alelo mutado fue del
31%, para mexicanos del 13%, africanos del 12% y estadounidenses del 8%.
Adicionalmente en un estudio en una poblacién en el norte de India con colelitiasis
reportaron una frecuencia de 68,7% (casos) y 80,9% (controles) (Sirvastava 2013).
Entre pacientes que presentan resistencia a la insulina o diabetes mellitus, oscila
entre el 26% y un 41,4% en diversas poblaciones (Walston 1995, Kawamura
1999). Los resultados de esta investigacion muestran que la frecuencia del
polimorfismo Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-Adrenergico fue de 73,73%
en la poblacién de Bucaramanga, siendo esta una de las mas alta segun las
reportadas para las demas poblaciones. Sin embargo la prevalencia del
polimorfismo Trp64Arg puede variar en poblacion sana segun el tipo de etnia
(Karasaki, 2004).

Los polimorfismos Prol2Ala del Gen PPAR-Gammay Trp64Arg del Gen del
Receptor Beta 3-Adrenérgico se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) permitiendo inferir que la poblacion analizada no estaba influenciada por
factores externos como deriva genética, mutacidbn o consanguinidad de los
individuo (Hartl, 1997); adicionalmente a esto se considera que los controles de
calidad implementados en la ejecucién del trabajo permiten inferir que el hecho de
la ausencia de Equilibrio de Hardy Weinberg no sea atribuido a errores técnicos.
Sin embargo se puede inferir que los polimorfismosSer19Trp del Gen APOAS y
eISNP276 del gen de la Adiponectina estan por fuera del Equilibrio de Hardy
Weinberg dejando ver que no cumplen con la hipétesis nula de uniformidad

genética, corregida por el método de Bonferroni (p<0.0125). De esta forma cuando
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las poblaciones no cumplen algunos de los principios del EHW se puede asumir
que hay algunas fuerzas de cambio evolutivo que actien en la poblacién y ejerza
una influencia que las saca del equilibrio (Hartl, 1997). Esto probablemente podria
deberse a que el cambio de frecuencias alélicas esta siendo presionado por
factores como seleccion, en donde los individuos no estan contribuyendo con igual
namero de gametos al conjunto de genes heredado. Sin embargo se podria
suponer que los individuos homocigotos GG del polimorfismoSer19Trp y CC del
SNP 276 probablemente tengan una mayor probabilidad de heredar sus alelos a

las siguientes generaciones (Hartl, 1997).

La evaluacion de la estructura genética poblacional a partir de datos genotipicos
polimorficos, se realiza con los estimadores de sub-estructura poblacional Fsr.
Este estimador se ha implementado para medir la diferenciacion entre
poblaciones, debido a que evalla el déficit en la proporcion de genotipos
heterocigotos, que determina la presencia de subestructuras (Coedell, 2005). El
Fst (-0.0009) sugiere que no se observo subdivision en las subpoblaciones
cercano a cero sugiere incremento del flujo genético en las poblaciones y ausencia

de deriva genética (Hartl, 1997).

Una vez clasificados los individuos se encontré que en esta poblacion mestiza no
hay asociacion entre los cuatro polimorfismos y la presencia de Sindrome
Metabdlico sin embargo algunos estudios reportan asociacion entre los
polimorfismos y los criterios clinicos de diagnostico de Sindrome Metabdlico.
Andrade demostr6 que la presencia del polimorfismo Serl9Trp del Gen de APOA5
influye significativamente en los niveles de triglicéridos y es un factor de riesgo
independiente para desarrollar enfermedad coronaria (Andrade 2011),
adicionalmente Soter encontr0 asociacion entre la presencia de polimorfismo
Serl9Trp con los altos niveles de TG en pacientes diabéticos (Soter, 2011) y ha
sido asociado a hipertriglicidemia y riesgo de desarrollar S.M. (Martin 2003,

Singmann 2009, Oliver 2004, Szalai 2004). Mori reporto que la presencia del
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polimorfismo Prol2Ala del gen PPAR Gama puede estar asociado con factores de
riesgo de insulino deficiente e individuos diabéticos (Mori 2001).Adicionalmente
diversos autores han sugerido la asociacion entre la presencia del polimorfismo y
criterios para el diagnostico de SM (Frederiksen 2002, Beamer 1998).Yuan
demostré la asociacion entre el polimorfismo SNP276 del gen ADIPOQ vy el riesgo
de presentar enfermedad obstructiva pulmonar crénica (Yuan, 2012), Kaklamani
encontré asociacion entre el polimorfismo SNP276 y la presencia de cancer de
seno en mujeres africanas y americanas (Kaklamani 2011) y Zhang encontro
asociacion entre este polimorfismo y la presencia de enfermedad cardiovascular
(Zhang 2012). Takeuchi sugiri6 asociacion entre la presencia del polimorfismo
Trp64Arg del gen ADBR vy el indice de masa corporal (ganancia o reduccién) en
una poblacion Japonesa. (Takeuchi, 2012). Adicionalmente Srivastava informo la
presencia de asociacién del polimorfismo Trp64Arg y enfermedad de célculos
biliares de colesterol (Srivastava, 2013). Sin embargo algunos autores concuerdan
con los resultados de este estudio, reportado que no hay asociacion entre los
polimorfismos y la presencia de SM o de los criterios para el diagndstico de esta
entidad (Hashemi 2013, Saliba 2014).
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18. CONCLUSIONES

Los alelos de mayor frecuencia para los cuatro polimorfismos fueron:Ser19Trp del
Gen APOAS5 G (85,59%), Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma C (89,05%), SNP276
del Gen de la Adiponectina C (67,26%) y Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-
Adrenérgico T (85,87%).

Los genotipos de mayor frecuencia para los cuatro polimorfismos fueron:Ser19Trp
del Gen APOA5 GG con 73,26%, Prol2Ala del Gen PPAR-Gamma CC con
79,26%, SNP276 del Gen de la Adiponectina CC con 45,24% y Trp64Arg del Gen
del Receptor Beta 3-Adrenérgico TT con 73,73%.

El polimorfismo con mayor nimero de heterocigotos fue el SNP276 del Gen de la
Adiponectina con 44,03%.

El polimorfismo con menor nimero de heterocigotos fue Prol12Ala del Gen PPAR-
Gamma con 19,50%.

Se encontraron en Equilibrio de Hardy Weinberg los polimorfismos Prol2Ala del
Gen PPAR-Gamma (p=0,1501) y Trp64Arg del Gen del Receptor Beta 3-
Adrenérgico (p=0,9079).

Se encontraron por fuera del Equilibrio de Hardy Weinberg los polimorfismos
Serl9Trp del Gen APOA5 (p=0,003) y SNP276 del Gen de la Adiponectina

(p=0,0072).

El haplotipo con mayor frecuencia fue TGCC con 43,57% y el de menor frecuencia
fue TCAG con 0,12%.
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No se observé estructura poblacional en los dos grupos de individuos afectados y

no afectados con Sindrome Metabdlico Fst=-0,0009.
No se encontrd asociacion significativa entre la presencia de la mutacion de cada

uno de los polimorfismos y la presencia de Sindrome Metabdlico en la muestra

poblacional analizada.
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ANEXOS

Anexo A. Especificaciones técnicas de Primers

RS Polimorfis Gen Secuencias de Primers m %
mo °Ct | GCt
rs3135506 Serl9Trp 5-CCAGCTGTCTCCTCCCTTC- 59,9 | 63,1
APOA5 3'(F) 60,2 | 55,0
5-TCTCCGACCCTGACTTCAAC-
3'(R)
rs1501299 SNP276 ADIPOQ | 5-AGATGCAGCAAAGCCAAAGT- 60,0 | 45,0
3'(F) 59,6 | 55,0
5-GGCCTCTTTCATCACAGACC-
3'(R)
rs1801282 Prol2Ala PPARG | 5-TCCATGCTGTTATGGGTGAA- 59,9 | 45,0
3'(F) 60,0 | 40,9
5-
CAAACACAACCTGGAAGACAAA-
3'(R)
rs4994 Trp64Arg ADRB3 | 5-CCTTCCTTCYTTCCCTACCG- 60,0 | 55,0
3'(F) 59,4 | 50,0
5-AACACGTTGGTCATGGTCTG-
3'(R)
rs3135506_ | Serl9Trp | APOA5 5-tgacaaCCTCTCCACAGCGTTTT- 545 | 52,9
SR 3'(R)
rs1501299 SNP276 ADIPOQ | 5'- 55,4 | 32,0
SF acaaTCTAGGCCTTAGTTAATAATG
AATG-3'(F)
rs1801282_ | Prol2Ala PPARG | 5- 55,9 | 47,3
SR gtgaaagtictgacaaGTGAAGGAATCG
CTTTCTG-3'(R)
rs4994 SF Trp64Arg ADRB3 | 5-ATCGTGGCCATCGCC-3'(F) 60,12 | 66,6

SNPs. F, primer Forward. R, primer Reverse, ~Primersmismatched. 1Tm,

Temperatura de Melting. T %GC Porcentaje de Guaninas y citosinas.
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Anexo B. Consentimiento informado del estudio CARMEN e INEFAC
L

ﬂ]B UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

Bucarsmanga, Septiembre 213 de 200)

COMITE DE ETICA
FACULTAD DE SALLD

' " PREVALENCIA DE FACTORES DE RIESGO PARA LENILRMUDADUS
CRONICAS NO TRANSMISIBLES  EN LA POBLACION DE BUCARAMANGA
ENCIESTA BASAL BASAL CARMEN

Investigador principal: Dr Leonelo Bautista

Enf Myrisn Orosteuyi

Depanamento de Salud Pablica
Al mnalizar este protocolo de investigacion se infarma by sgente
Contiene un apartado que contempls en forma minuciosa & manejo ético del estudio. el
cual concuerda coa is Resolucion 008430 de 1993 en w Capitulo 11 ceferido o las
Investigacones en comunidades

Presenta copls del instrumento con ol cunl s¢ obtendia of comsentimicnto mfornado
Considero que éste debe ser rovisado cn aliunos rerminos de dificil comprension para
| Ins personas.

\aou'. (’IJ-& (= U .
ARIA VICTORIA ZCO VARGAS
Coordinadorn Comité de Etica

Ancxo Protocolo de investigascion
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Codigo del Participante LJLILILICIL]
) INEFAC,
=57

INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y DE SUS FACTORES DE
RIESGO EN LA POBLACION DE 20 A 70 ANOS DE ESTRATOS
'SOCIOECONOMICOS 2 Y 3 DE BUCARAMANGA - INEFAC

1. Introduccién y Propésito del estudio

Lo Universidad Industicl de Santander, a frovés del Cenfro de
Investigaciones Epidemiologicas, es5i@ haciende un  estudio sobre
problemas de salud en Bucaramanga. El objetivo del estudio es conocer la
cantidad de personas ofecladas por enfermedades como las del corazdn
y la contidod de persenas que lienen caracteristicas gue las hacen mdés o
menos suscepfibles a adquirr este tipe de enfermedades. Esta informacién
serd usada pomidenﬂlba'mnve&cqsosdeanfermedadymedﬂos
cambios en los factores dorlsﬁgo.

2. Por qué ha sido usted seleccionade

Ud. fue selecclonado para paricipar en el estudio INEFAC ya que hace
mds 0 menos 6 afios Ud. participd en un estudio similar y este es un primer
seguimiento.

3. Procedimientos del estudio

Si decide participar nuevamente, o invifaremos a osistir a una svaluacién
médica en la que le fomaremaos la presidn arferdal, mediremos su peso, su
talla y los perimaires de su cinfura y cadera. Tamblén e fomaramos una
muestra de sangre de aproximadamente 20 cc. {4 cucharadas) en varios
fubos pequefios. Ese dia fendrd que asistir en ayunas (sin fomaor nada
difsrente ol agua desde la noche antefior) para tomarse la muestra de
sangre. Las muestras se tomardn mediante una puncidn venosa v se usaran
agujas nuevas y equipo estérl para su seguridad. Las muestras se Usardn
ahora para medir su nivel de azicar, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL y
craafining en sangre. Ademds, una parte de las muesiras se guardaran y
en un futuro, podrian usarse para hacer ofras Investigaciones lnclwendo
gMebosbloqulmloos {es deck, medicidn de sustancias en la sangre) y
genéficas [pora establecer predisposiciones genéficos para  las
enfermedades y factores de riesgol. En tal caso, dichos estudios tendrian
que ser autorizados por un comité de ética en Investigacién, También le
enfregaremos antes de su cita, un frasco para recolectar una muesira de
othomhcwlsedetunﬂncrélcpmencbomdepmlehosensu
orina,

e ]
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Cédigo del Participante [1CIC1C]C1C]
INEFAC, 2

Una vez terminado el examen médico, le haremes una encuesta en la que
le preguntaremos sobre oigunas enfermedaodes que Ud. o sus familiares
pedrian haber podecido, sobre algunos comporiamienios como hacer
elercicio, fumar y tomar alcohol, scbre sus habitos alimenticios, sobre su
Mdeénknovbcolldoddelsueﬂo

Es probable que este estudio se repita denfro de cinco ofios; para conocer
la evolucion de estas condiclones en las personas que participen.

4, Confidencialidad

Noscfros haremos todos los esfuerzos rozonobles para proteger su
privacidad. A usted se le asignard un numero de cédigo y su nombre no
aparecerd en les formatos utiizades pare la recoleccién de datos. Sdlo los
investigadores tendrdn acceso al archivo en el cual se vincula su nombre
con su nUmero de cédigo. Los datos oblenidos en este estudio serdn
usados sélo para los fines del estudio. Los resultados del estudio se
presentardn en la forma de promedios y porceniojes y usted no serd
identificado de forma individual en ringdn caso.

Si s muestra de sangre almocenada es usada para futuras pruebas, estas
pruebas serdn anénimas y fendrdn que ser aprobadas por un Comité de
Eficaen InvesﬁgadénenS\Jh)csHm

5. Riesgos y beneficios

Losrlesgosdedvodosdesupafbbwiénenesteestudosonmlﬁmos.%
ambargo, Ud. podria beneficiarse directa e Indirsctamente. Si parficipa en
el estudio los resuitados de los pruebas de songre y orina que se van a
hacer cctualmente y los datos de su presidn arterial le seran entregados a
fin de que pueda utllizarics en su culdodo médico regular. Ademds, si
alguno de sus pruebas es anormal, Ud. recibird consejeria meédica sobre
dénde y cuando buscor asistencic. Por otra parte; los resuitados del estudio
podran servir paro desarcllar programas de prevencion de enfermedades
cardiovasculares que serdn de beneficio para teda la comunidad.

Tomar una muesira de sangre resulta en doler ligero y fransiterio, algunas
-:mpuedendemoﬂarunhemoiormommdo(umpeqlmo
‘canfid :,dsmngradebcjodelaplel)quedesapaeceenmmm
ximodamente, y hay también uno pequefia probabilidad de

Y embargo, como los resultades de aste estudio nos podrian
: Q‘Mmejoryoprevenkeldewmlodebsa#emed&es
wasculares, usted y personas como usted padrian beneficiarse de su

e b b FE——E ]
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. ' Cadigo del Partipente. JCICIC]CIC]
' ‘ INEFAC
: ‘adcm‘doftnuoseshnlosenloscualessehaganotrmpmebos

© geneéficas que tengan implicaciones directas para su salud,
t.wwla opcién de decidir que le enviemos o no los resultados.

6. Costos y compensacién

Usted no recibird pago alguno por su participacién en este estudio, pero
‘todas las pruebas se le hardn de forma grotuita.

7. Derecho a rehusar o a abandonar el estudio

Usted debe estar consclente de que su participacidn en este estudio es
completamente voluntaria. Aln después de dar su cceptacién para
participar, usted fendrd derecho a refirarse del estudio, de negarse a
confestar una pregunta © de proveer una muesfra de songre en el
manentoenqueustedcdbdmmmm.slusteddecidenopcﬂicipar
en el estudio o sl usted se nieguum#porﬂdpando. usted recibird la
misma afencién y los mismos beneficios que usted hubiese recibido si
nunca se e hubiese invitado o po'ﬁdpq

8. Pregunias

Por favor, siéntase en la fibertod de m valquier
algo que no haya entendido. stm alguna preg '
del! estudio mds adelante, usted puede contactar a las doctoras: Myriam
Oréstegui Arenas, Lina Maria Vera Cala, Laura lsabet Valencia Angel o lsis
Rey Moreno en el Cenfro de Investigaciones Epidemiolégicas de Ia
Universidad  Inclustial de  Sontander, ol feléfono 4345781, en el
Departamento de Salud Publica al teléfono 6454726 o en la Sede Bucarica
de la Unlversidad Industrial de Santander al teléfono 4708901.

9. Declaracién del parficipante

Neosolros le enfregaremos una copla de este formato. Al firmar esia forma,
usted est@ aceptando que enflende la informacién que se le ha dado y
.qbo esid de acuerdo en parficipor como un sujeto de Investigocion en
Qsta estudio. Usted estd de acuerdo en:

.+ Contestar a los preguntas de una entrevista verbal osi ONo

. I)gh'que le tomen la presién arterial, el peso, la talla, los perdmetros
“de cintura y cadera 0si ONo

. Dﬁmm:asﬁudesanga osi ONo

L e P Y sy )
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Cédigo del Participante [ 1JC]CIC]
INEFAC, )
—~

e Permifr que su muesira de songre sea aimocenada y usada en
“sstudios futuros, incluyendo la realizacién de pruebas geneticas.
‘ast  ONo

» Permitir ser confoctado para estudios posteriores OSt  ONo
sAceplia usted participar en este estudio voluntariomente? O8I ONo

2Deseq usted conocer Ios resultados de sus pruebas reclizadas en estudios
futurose O8I ONo

Sl usted ha aceptado partficipar, per faver escriba su nombre y firme en el
aspacio de mas abajo.
Nombre del patticipante:
Firma del participante: ' Cédula
Fecha:Dia___Mes_ _Aflo___ _

Nombre del festigo 1:
Firma del tesfigo 1: Cedula

e = s

Fecha:Dio____Mes__ _Afo__ __ __ __

Nombre del testigo 2
Firma del testigo 2: Cédula
Fecha:Dia___Mes _ Aflo____ __ __

10. Declaracién del investigador

Cerififico gue yo o algin miembro de mi grup'o de Investigacién le ha
explicado a la persona de mds ariba sobre esta investigacion, y que esta
persona entiende la naturcleza y propdsito del estudio y fos posibles riesgos

|y beneficios asociados con su participacién en el mismo. Todas las
preguntas que esta persona ha hecho le han sido confestadas.
Nembre del Investigodor / Encuestador:
Firma del Investigador / Encuestador:
Fecha:Dia_ __Mes____ Afo_ _ __

T TR TN e T Y D)
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Anexo C. Consentimiento informado del proyecto por parte del comité de Etica de
la Universidad Industrial de Santander.

i =L

ey on hema
s L

Cédigo 7083 LA -2+

Bu . '
= 1BENE 24 opiae 00019
Estudiante
VIVIANA LUCIA PEREZ FORERQ
Candidata Maestria en Ciencias Bisicas
Departamento de Cencias Basicas
UIS Fresente

Asunta: AVAL Comité de Etica proyecto: “Estudio pablacional da los polimorfsmes: Sarl9Trp del
Gen APOAS, Prol2Ai dal Gan PPAR- Gamma, SNP276 del Gen de la adiponecting y TrpbaArg
dul Gen dal recepter Beta 3-adrendngoo asosados con sindrome metabélico en una poblacion de
Bucaramanga, Colombin'

Cordial Saludo, El Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la  Universidad Industrial de
Santander (CEINCI-UIS) en reunion realzada of 12 diciembre de 2013, segin consta en & acta No.
19 de 2013, evihio los ajustes reafizados al proyecto del yalr conceptua:

En consideracion a que o proyecto cumple con todes los requarimientes del CEINCY, of Comite
acuerda por consenso AVALAR el documanto an versida digital,

Se recomienda asegural o8 MECANIMCS NOCESAros pacs mantener ol anonimato, la privacidad y s
confidencialidad de 1a iMormackn perscnal, segun la Ley Estatutarda No. |158| de 2012 del
Congraso de lx Republics y e Decreto 1377 de 2013, asi come |a Resolucidn de Rectoria de la UIS
No. 1227 de Agoste 22 de 2013 que regulan los asuntos de proteccda de datos personaies
Adicionalmaente se recomienda apicar segin corresponda a fa investigacion, la normatividad del
Sisterna  de gesudn Integral de la Universidad, que esti disponible en o enlace:

bttpsi/iveecesuiz.odu.cofinsranet/clidad/calidad . html, especialmente ko relacionado con el Manual
de Gestion Integrado,

Se solicita que se remita al carreo del comité, iMormacidn de las siguientes circunstancias, cuando
lleguen a ocurric:

. Reporte de mala pracrica dentifics por parte de cunlguier mambro del equipo ir igadh
- Norificacion previa de lis modilicaciones realizadas ol protocolo,

- Raporte de cualquier eventusidad que usted considera deba conocer el CEINCI-UIS

- Informe de avance. haciendo énfasis en los aspectos éticos y en los cientifico-técnicos que
puadan af fa debida o i6n de la investigacién. Este informe debe enviarse a la mitad del
desarrolio de b investgacion,

- Inferme final.
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.g/;r.: E‘__ ‘
3 |
. Cédigo 7083

Le informamos que el Comité programark accdiones de seguimionto, las cuales Je seran tomunicadas
on su debido momento,

Laagrmmosdrre:pumaemwnlndénmedmuumwu‘echadamhqucmmmem
la aceptacion a lo aqui enunciado.

Le deseameos muchos éxitos en of desarrallo del proyecto. iguaimente en nombre del CEINCI-UIS
le ofrecemos el apoyo que usted considere necesario, para la aplicacién y savaguards de los
asuntos éticas durante la investigacion.

Atentamente,

o)

r \
M\_—
ESPINEL CORREAL DORA INES P:

i (e) Secretaria Técnico Clentifica
CEINCH- UIS CEINCI- UIS

Copia: Dra. Clara Inés Vargas Castellanos, Directora de Trabajo de lavestigacidh,
Dr. Gerardo Mantilla Mora, Codirector do Trabago de Investigacidn 4~
Dra. Lina Mara Vara Cala, Directora de Investigacién y Extensién de la Facuitad de Salud
Archivo Comité de Etica- CEINCI-UIS

Omaira ™
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Anexo D. Frecuencias genotipicas reportadas por la NCBI para el
polimorfismoSer19Trp del Gen APOAS.

| www.ncdinlmanihgov/projects/SNP/ang_refogi’rs=113550¢
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