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Marcadores genéticos relacionados con el desarrollo
de sindrome metabdlico y riesgo de enfermedad

coronaria cardiaca

Genetic markers associated with the development of metabolic syndrome
and risk of coronary heart disease

Eugenia Flores-Alfaro*, Miguel Cruz-Lépez**, Luz del Carmen Alarcon-Romero*, Ma. Elena Moreno-
Godinez*, Oscar del Moral-Hernandez*, Amalia Vences-Velazquez*, Carlos Ortufio-Pineda*, Marco
Antonio Leyva-Vazquez*, Vianet A. Tello-Flores*, José Angel Cahua-Pablo*, Diana L. Anttnez-Ortiz*,
Abigail Méndez-Palacios*, Adan Valladares-Salgado**

RESUMEN

Variantes genéticas se han relacionado con enfermedades de rasgos complejos y factores de
riesgo asociados a éstas. El propoésito de este estudio fue evaluar la asociacion entre diversos
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) con el sindrome metabo-
lico (SM) y con el indice aterogénico de plasma (IAP). Se estudiaron mujeres guerrerenses, a
quienes se les realizaron mediciones somatométricas, biomarcadores sanguineos y se iden-
tificaron SNP en siete genes por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) en tiempo real. Se observo disminucion de adiponectina en mujeres con SM y con el
mayor riesgo aterogénico, y se encontraron asociaciones entre apoproteina E (APOE) con
niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) y triglicé-
ridos, del SNP rs1501299 con el IAP, de los genotipos AA/rs708272 y GG/rs1884051, con
los niveles altos de LDL, y del genotipo AA/rs854560 con LDL y con la actividad paraoxo-
nasa. Los resultados indican que biomarcadores sanguineos y genéticos pudiesen estar
implicados en alteraciones metabélicas y, por tanto, incrementar el riesgo individual del
desarrollo de enfermedades.

ABSTRACT

Genetic variants have been associated with diseases of complex traits and risk factors
associated to them. The purpose of this study was to evaluate the association between
several Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) with metabolic syndrome (MetS) and the
atherogenic index of plasma (AIP). Guerrero women were studied. Somatometric measure-
Recibido: 8 de abril de 2015 ments were performed, and blood biomarkers were determined. SNPs were identified in seven
Aceptado: 8 de junio de 2015 genes by real-time polymerase chain reaction (PCR). Decreased adiponectin in women with
MetS and with greater atherogenic risk was observed, and associations between APOE
with elevated levels of low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol and triglycerides, the SNP
rs1501299 with the AIP, the AA/rs708272 and GG/rs1884051 genotypes, with high LDL
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me metabolico; SNP. levels and genotype AA/rs854560 with LDL-c and paraoxonase activity. The results indi-
cate that blood and genetic biomarkers might be involved in metabolic alterations and thus

Keywords: o _ increase the individual's risk for disease development.
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syndrome; SNPs. INTRODUCCION

Coémo citar: En anos recientes han destacado los estudios de asociacién genética en-
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(SM), diabetes y enfermedades cardiovasculares, con diversas alteraciones
genéticas y diversos factores de riesgo que favorecen o disminuyen el pade-
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o desarrollo de sindrome metabolico y riesgo de mejor conocidos, sin embargo, contar con los niveles de colesterol, triglicéri
enfermedad coronaria cardiaca. Acta Universita- dos o glucosa no ha sido suficiente para identificar en forma precisa el origen
ria, 25(NE-1), 9-13. doi: 10.15174/au.2015.751 y la evolucion de este tipo de enfermedades. Por ello, se ha generalizado la

identificaciéon de diferentes variantes genéticas, como son los polimorfismos
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de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés),
microRNAs y variaciones en el nimero de copias, aso-
ciadas a obesidad, diabetes tipo 2 (DT2) y SM, con
el principal interés de identificar a las personas que
tengan mayor riesgo y/o peor evolucién a ciertas en-
fermedades (Mateos-Caceres, 2009).

La obesidad, resistencia a la insulina (RI) o DT2
desregulan la sintesis y secrecion de adipocinas con
incremento de citocinas pro-inflamatorias, proteinas
de fase aguda, leptina y resistina, como la disminu-
cion de adiponectina, estréogenos y las lipotroteinas de
alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés). Las
dislipidemias constituyen un factor de riesgo para de-
sarrollar ateroesclerosis y enfermedades cardiovascu-
lares (ECV). El patrén fenotipico de la aterogénesis es la
hipertrigliceridemia, oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) y la baja
producciéon de las HDL. La RI y las dislipidemias son
caracteristicas principales del SM, con elevacion de los
niveles de triglicéridos, colesterol y una disminucién de
las HDL (Balistreri, Caruso & Candore, 2010; Kim, Cho
& Kim, 2014).

En México y en el mundo, la morbi-mortalidad por
diabetes o ECV ha incrementado en forma alarmante
en las mujeres; se conoce que en ellas, en etapa re-
productiva, las hormonas estrogénicas tienen un efecto
cardioprotector por su participacion en la regulaciéon
del metabolismo lipidico, del sistema de coagulaciéon y
fibrinolitico, por sus efectos en la inhibiciéon de la mi-
gracion y proliferacion de las células de musculo liso,
regulacion de la vasodilatacion, del crecimiento de cé-
lulas endoteliales y en la disminucién de las LDL oxi-
dadas (Miller & Duckles, 2008).

Por lo anterior, se diseno un estudio transversal
con el objetivo de evaluar la asociaciéon entre 20 SNP
en los genes del receptor a estrégenos 1 (ESRI), de
adiponectina (ADIPOQ), del receptor a adiponectina 2
(ADIPOR?2), de la paraoxonasa 1 (PONI), de la lipopro-
teina lipasa (LPL), de la apoproteina E (APOE), del re-
ceptor a LDL (LDLR) y de la proteina transportadora de
esteres de colesterol (CETP), con la presencia de SM
o sus componentes, con adiponectina, estradiol, riesgo
cardiovascular medido por las dislipidemias o por el in-
dice de riesgo aterogénico, en mujeres originarias del
estado de Guerrero, México.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio en 400 mujeres universitarias,
sin parentesco entre ellas, de 30 a 65 afios de edad,
originarias del estado de Guerrero, cuyos padres y
abuelos nacieron también en Guerrero. Se obtuvo
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informacion a través de cuestionarios sobre la edad,
anos de escolaridad, ocupacién, lugar de nacimiento de
padres y abuelos, antecedentes familiares de diabetes
y de enfermedad cardiaca (infarto al miocardio o an-
gina de pecho), antecedentes de otras enfermedades,
ejercicio, habitos alimenticios, consumo de tabaco y
de alcohol. El analisis de composicién corporal se rea-
lizé por impedancia bio-eléctrica, utilizando el anali-
zador BC554 (Tanita, USA), la estatura se midi6 con el
estadimetro M-222 (Seca, USA) y la obesidad abdomi-
nal se determiné por medicioén de la circunferencia de
cintura (cm) con la cinta antropométrica M-201 (Seca,
USA). Para la medicion de la presién arterial se utilizo
el monitor automatico de presién sanguinea 3AC1-PC
(Microlife, USA).

Las mujeres que aceptaron participar en el estudio
lo hicieron mediante consentimiento informado. El pro-
yecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Uni-
versidad Auténoma de Guerrero. El material empleado
para la obtencion de muestras sanguineas fue estéril y
se utilizé una sola vez. Los estudios genéticos se reali-
zaron bajo las medidas de bioseguridad del laboratorio
y los residuos peligrosos biologicos-infecciosos (RPBI)
se desecharon en el marco de la norma oficial NOM-
087-ECOL-SSA1-2002.

Marcadores sanguineos

Con un ayuno previo de 12 h, se obtuvo muestra de
sangre por puncion venosa utilizando dos tubos de ex-
traccion al vacio, uno sin anticoagulante para la obten-
cién de suero y otro con acido etilendiaminotetraacético
al 5% para sangre total. Por métodos enzimaticos con-
vencionales se midieron las concentraciones séricas de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, colesterol de las
LDL y HDL. Con alicuotas de suero que fueron alma-
cenadas a -80 °C se determinaron las concentraciones
de estradiol y de adiponectina por la técnica de ensa-
yo por inmunoabsorcién ligado a enzimas utilizando
el sistema automatizado Minilyser (Tecan, Suiza); la
actividad AREasa se determiné por la hidrolisis del
fenilacetato y la actividad paraoxonasa mediante la
hidrélisis del 4-clorometil fenilacetato (CMPA).

Genotipificacion

Se realiz6 la extracciéon de Acido Desoxirribonucleico
(DNA, por sus siglas en inglés) de leucocitos de san-
gre periférica utilizando la técnica rapida no enzima-
tica (Lahiri & Nurnberger, 1991). Posteriormente se
realizé la genotipificaciéon de los diferentes SNP por
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(PCR-TR) con base en el ensayo 5 nucleasa, utilizan-
do el método TagMan para cada SNP (7500 Real-Time,
Life Technology, Applied Biosystems). Se prepar6 una
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mezcla de reaccion con 220 uL de Master Mix Uni-
versal para PCR, 5.5 uL de sondas Taq Man 40X es-
pecifica para cada SNP y 285.5 uL de agua libre de
nucleasas; posteriormente se colocaron 5 uL de la
mezcla de reacciéon en cada pocillo de la placa con el
acido desoxirribonucleico genémico (DNAg, por sus
siglas en inglés). Se identificaron 6 polimorfismos
en el gen ESRI (rs1884051, rs2077647, rs3798577,
rs1801132, rs2234693 y rs9340799), 3 en el gen ADI-
POQ (rs822395, rs1501299 y rs3821799), 3 en el gen
ADIPOR2 (rs767870, rs929434 y rs11061971), 2 en los
genes PONI (rs854560 y rs662), LPL (rs328 y rs320)
y APOE (rs429358 y rs7412) y 1 en los genes LDLR
(rs688) y CETP (rs708272).

Analisis estadistico

Para la descripcion de las caracteristicas sociodemo-
graficas, clinicas y marcadores genéticos, se resumie-
ron en frecuencias para las variables cualitativas, en
medias y desviacion estandar para las cuantitativas
simétricas, o en medianas y rango intercuartil para
las asimétricas. El equilibrio de Hardy-Weinberg fue
verificado utilizando prueba de ji cuadrada (y2) con un
grado de libertad. Para la comparacion de frecuencias,
medias o medianas se utilizaron las pruebas de y2, t
de student o de Mann Whitney, respectivamente. Para
evaluar la asociacion de los SNP sobre el SM, sus com-
ponentes, riesgo aterogénico o con otros biomarcadores
como la adiponectina, se utilizaron modelos de regre-
sién lineal o logistica. Las pruebas estadisticas fueron
bilaterales y un valor p < 0.05 fue considerado signifi-
cativo. El analisis estadistico se realiz6 con el software
de analisis estadistico (STATA) v.11.2.

RESULTADOS

En todas las participantes se evaluo el riesgo de enfer-
medad coronaria cardiaca (ECC) y SM utilizando los
criterios del tercer reporte del panel de expertos para el
tratamiento del colesterol en adultos (Adult Treatment
Panel [ATP III]) (Antonopoulos, 2002), el cual define
como alto riesgo de ECC en las mujeres: edad > 55
anos, obesidad abdominal 288 cm de cintura, presion
sanguinea =130 mmHg/85 mmHg, niveles séricos de
glucosa =110 mg/dl o diagnoéstico previo de diabetes,
colesterol 2200 mg/dl, triglicéridos =150 mg/dl, LDL
>160 mg/dl y HDL =50 mg/dl.

Encontramos una prevalencia de SM del 32.8%,
y el 60% de las mujeres presentaron de uno a dos
componentes. El promedio de edad de las mujeres es-
tudiadas fue de 46 anos (38 - 53), 54.8% presentaron
obesidad abdominal, el 55% fueron mujeres en edad
reproductiva (tabla 1). El estradiol no mostré diferen-
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cias significativas entre las mujeres que tuvieron SM
en comparacion con las mujeres que no tuvieron este
sindrome; por otra parte, estas diferencias fueron sig-
nificativas entre las mujeres con o sin menopausia.
Las mujeres sin menopausia tuvieron un valor me-
dio de estradiol de 45.4 pg/ml, en comparacion con
las mujeres posmenopausicas, con un valor medio de
24.4 pg/ml (p <0.001). En cuanto a los niveles séri-
cos de adiponectina, encontramos diferencias sig-
nificativas en mujeres con SM en comparaciéon con
las que no lo presentaron, con valores de 6.3 pug/ml
en las mujeres con SM y de 14.2 pug/ml en aquéllas sin
SM (p <0.001).

La disminucién de adiponectina fue proporcional
al incremento en el nimero de componentes del SM.
Por otra parte, se encontraron diferencias significativas
entre las categorias de riesgo del indice aterogénico de
plasma (IAP) con los niveles de adiponectina. Asi, tam-
bién, encontramos asociacion entre el primer tercil de
adiponectina (1.2 mg/ml a 9.4 mg/ml) con SM (OR =
19; IC95% 9.1-39.4; p < 0.001) en comparacion con
las mujeres con niveles de adiponectina en el tercil
superior (14.8 mg/ml - 39.3 mg/ml) y un efecto signi-
ficativo del SM sobre el IAP de riesto alto (IAP> 0.21)
(OR=7.2; IC95%: 4.0-12.9; p<0.001).

Eaa\?;actl.risticas sociodemograficas y clinicas de las mujeres estudiadas.
Caracteristica n=400
Edad (anos) 46 (38 -53)
Menopausia, n (%) 180 (45)
Indice de masa corporal (kg/m?) 27.3 (24.5-30.4)
Obesidad abdominal, n (%) 219 (54.8)
% de grasa corporal 36.7 (31.3-41)
% de agua 44.4 (41.6-47.9)
Presion arterial (mmHg) 117 (108 - 127)
Glucosa (mg/dl) 80 (72 -89.5)
> 110, n (%) 49 (12.3)
Colesterol total (mg/dl) 168 (145-192)
2200, n (%) 74 (18.5)
Triglicéridos (mg/dl) 123.8 (91.9 - 166)
2150, n (%) 141 (35.2)
LDL-c (mg/dl) 112.9 (88.1-155.8)
> 160, n (%) 94 (23.5)
HDL-c (mg/dl) 39.3 (32-48.9)
<50, n (%) 310 (77.5)
Ejercicio, n (%) 203 (50.8)

Los datos son reportados como medianas y rango intercuartil (p25-p75) o n (%).
Fuente: Elaboracion propia, a partir de informacion de las mujeres guerrerenses
participantes en la investigacion.
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El SNP rs1501299 en el gen ADIPOQ se asoci6 signi-
ficativamente con el indice aterogénico de plasma (OR =
1.9; IC95%: 1.2 - 3.0). De manera paralela, se estudio
las isoformas de la ApoE a partir del analisis de 2 SNPs,
rs429358 y rs7412 en el gen APOE y se encontré una
mayor frecuencia de la isoenzima ApoE3 (76%), seguida
por la ApoE4 (17.8%) y por la ApoE2 (6.0%), encontrando
asociacion significativa entre las mujeres portadoras de
la isoforma ApoE4 con niveles elevados, de riesgo ate-
rogénico de LDL (p <0.001) y TG (p = 0.04) en compa-
racion con las portadoras de la isoforma ApoE3. Asimis-
mo, la presencia de un posible efecto conjunto entre la
isoforma ApoE4 con el SNP rs688 en el gen LDLR sobre
los niveles de riesgo aterogénico de las LDL (= 160 mg/
dl). Por otro lado, se encontré asociacion significativa
entre los genotipos AA del rs708272 en el gen CETP y
GG del rs1884051 en el gen ESR1 con los niveles altos
de LDL, con OR de 2.1(1.1-4.2; p=0.04) y de 2.5 (1.2-
5.1; p=0.02), respectivamente. Por su parte, el genotio
AA (MM) del SNP rs854560 (L55M) en el gen PON1 tuvo
un efecto significativo sobre los niveles de c-LDL, y sobre
las actividades AREasa y paraoxonasa.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El incremento de los niveles séricos de adiponectina se
ha relacionado con obesidad, SM, ECC y DT2 (Hata et
al., 2014; Rajkovic et al., 2014). Los individuos que pre-
senten estas alteraciones ineludiblemente tendran un
estado de inflamacion sistémica de bajo grado, lo que
promovera el desarrollo de ateroesclerosis y un incre-
mento en el riesgo de enfermedad isquémica cardiaca
(Silva, Stefanello, Pizzi, Timossi & Leite, 2012).

El SM se utiliza para describir un grupo de con-
diciones que incrementan el riesgo de desarrollar
DT2, ECC y otros problemas relacionados. Heiss et al.
(2014) realizaron un estudio en poblaciéon hispana con
el proposito de cuantificar la prevalencia de SM entre
hombres y mujeres de 18 a 74 afios de edad de diverso
origen hispano/latino, encontrando una prevalencia
del 36% en las mujeres y de 34% en los hombres, en-
tre las mujeres la prevalencia varié del 27% en suda-
mericanas al 41% en puertorriquenias. En el presente
estudio encontramos una prevalencia del 32.8% de
SM, frecuencia menor a la que ha sido reportada en el
pais (42.2%) (Rojas et al., 2010).

Los resultados de este estudio muestran que el in-
cremento en el nimero de componentes del SM influye
en una disminucién proporcional de los niveles de adi-
ponectina, lo que incrementa la probabilidad de que se
encuentre un numero mayor de alteraciones metabdli-
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cas, como también una diferencia significativa entre el
indice aterogénico de alto riesgo en comparacion con
las personas que presentaron bajo riesgo (p = 0.003).
Asi, también, las bajas concentraciones de adiponecti-
na fueron significativamente asociadas con SM, sugi-
riendo un papel patofisiologico de esta hormona sobre
el SM y viceversa; resultados similares se han encon-
trado en otros estudios (Kajikawa et al., 2011).

En el analisis de polimorfismos en las mujeres con
y sin SM encontramos que las portadoras del genotipo
GG del SNP rs1501299 en el gen ADIPOQ tuvieron en
mayor proporcion IAP de alto riesgo en comparacion con
las portadoras de los genotipos GT o TT, lo que indi-
ca que las mujeres portadoras del alelo T tienen menor
riesgo de desarrollar ateroesclerosis. Estudios previos
han asociado a este SNP con SM o sus componentes, RI,
diabetes, ECC, niveles elevados de TG y LDL, y niveles
disminuidos de adiponectina (Lu et al., 2014; Tu et al.,
2014). El mecanismo molecular por el cual este poli-
morfismo influencia la expresion de adiponectina y su
funcién biolégica no se conoce, debido a su localizacion
en una region no codificante, sin embargo, es posible
que este SNP esté en desequilibrio de ligamiento con
algun otro locus funcional que sea responsable de la al-
teracion en la producciéon de adiponectina o su capaci-
dad de polimerizarse, afectando su funcion bioldgica e
incrementando el riesgo de ECC; se requieren estudios
mas detallados para evaluar este efecto. Por otro lado,
se encontré que las mujeres portadoras de la isoforma
ApoE4 tienen niveles incrementados de LDL y TG, en
comparacioén con las portadoras de la isoforma ApoE3.
Asimismo, se encontré un efecto conjunto entre la iso-
forma ApoE4 y el alelo T del SNP rs688 en el gen LDLR
sobre los niveles de riesgo aterogénico de la LDL y TG.

Efectos genéticos sobre rasgos fenotipicos o enfer-
medades son generalmente pequenos, sin embargo, es
posible que varios polimorfismos en conjunto con los
factores ambientales contribuyan al desarrollo de en-
fermedades cronico degenarativas. Los resultados de
este estudio indican que algunos biomarcadores san-
guineos y genéticos pudiesen estar implicados en diver-
sas alteraciones metabdlicas y, con ello, incrementar el
riesgo individual del desarrollo de enfermedad corona-
ria cardiaca.
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