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RESUMEN

Introduccion. ElI Sindrome Metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo
metabdlicos causados principalmente por un estilo de vida sedentario y dieta
hipercal6rica que incrementa el riesgo a desarrollar diabetes mellitus tipo Il y
enfermedades cardiovasculares. Se ha demostrado que su progresion esta
determinada por la interaccion entre multiples factores genéticos y ambientales que
varian de manera especifica en distintas poblaciones humanas. Es importante
identificar biomarcadores relacionados con los componentes del SM que permitan
conocer la etiologia de la enfermedad en distintos grupos humanos con miras a
establecer el riesgo de desarrollar las enfermedades relacionadas. Objetivo. El objetivo
del presente estudio fue determinar la relacion entre los distintos componentes del SM
con polimorfismos en los genes LIPA y BUD13 y biomarcadores de dafio al material
genético y muerte celular. Metodologia. El estudio caso-control incluy6é 220 individuos
habitantes de la ciudad de Popayan. Se midieron parametros clinicos, antropométricos
y se genotipificaron los polimorfismos rs1412444 del gen LIPA y rs623908 del gen
BUD13. Se determiné la frecuencia de los biomarcadores del ensayo citomico en
células epiteliales de la mucosa bucal. Resultados. No se observd asociaciones
significativas entre los SNPs y el riesgo de SM (p>0,05). Sin embargo, se observé una
asociacion del SNP rs1412444 del gen LIPA con una menor medida de IMC (p=0,017)
y presion arterial diastélica (p=0,05) en individuos con SM. Todos los biomarcadores
del ensayo citomico de micronucleos, excepto micronucleos y células picnéticas, fueron
significativamente mas altas en casos en comparacion con controles (p<0,05). Se

observd una frecuencia significativamente mas alta de micronudcleos en personas con



SM con un genotipo mutante (TT) de LIPA independientemente de la edad y del género
(p=0,006). La presencia del genotipo mutante (GG) del gen BUD13 se relacion6 con la
alta frecuencia de células con cromatina condensada (p=0,033) en individuos con SM.
Conclusion. Nuestros resultados muestran la utilidad del ensayo citbmico de
micronlcleos para evidenciar la magnitud del dafio fisiol6gico causado por los
componentes del SM y dan claridad de su relacion con los SNPs rs1412444 del gen
LIPA 'y el rs623908 del gen BUD13. Se necesitan mas estudios para confirmar nuestros
hallazgos.

Palabras claves: Sindrome Metabodlico, LIPA, BUD13, micronucleos



ABSTRACT

Introduction. Metabolic Syndrome (MS) is a cluster of metabolic risk factors mainly
caused by a sedentary lifestyle and hypercaloric diet that increases the risk of
developing type Il diabetes mellitus and cardiovascular diseases. It has been shown
that its progression is determined by the interaction between multiple genetic and
environmental factors that vary specifically in different human populations. It is
important to identify biomarkers related to the components of MS that allow to know the
etiology of the disease in different human groups with a view to establishing the risk of
developing related diseases. Objective. The objective of the present study was to
determine the relationship between the different components of the MS with
polymorphisms in the LIPA and BUD13 genes and biomarkers of DNA damage and cell
death. Methodology. The case-control study included 220 individuals living in the city
of Popayan. Clinical, anthropometric parameters were measured and the
polymorphisms rs1412444 of the LIPA gene and rs623908 of the BUD13 gene were
genotyped. The frequency of Buccal micronucleus cytome assay in was determined.
Results. No significant associations were observed between the SNPs and the risk of
MS (p> 0.05). However, an association of the SNP rs1412444 of the LIPA gene was
observed with a lower measurement of BMI (p = 0.017) and diastolic blood pressure (p
= 0.05) in individuals with MS. All the biomarkers of the Buccal micronucleus cytome
assay, except micronuclei and picnotic cells, were significantly higher in cases
compared to controls (p <0.05). A significantly higher frequency of micronuclei was
observed in people with MS with a mutant genotype (TT) of LIPA regardless of age and

gender (p = 0.006). The presence of the mutant genotype (GG) of the BUD13 gene was



related to the high frequency of cells with condensed chromatin (p = 0.033) in
individuals with MS. Conclusion. Our results show the usefulness of the micronucleus
cytomatic assay to demonstrate the magnitude of the physiological damage caused by
the SM components and give clarity of their relationship with the SNPs rs1412444 of the
LIPA gene and the rs623908 of the BUD13 gene. More studies are needed to confirm
our findings.

Keywords: Metabolic Syndrome, LIPA, BUD13, micronuclei



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

El sindrome metabdlico (SM) es una patologia que incluye un grupo de factores de
riesgo de Enfermedad Cardiovascular (ECV) y Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), como
obesidad abdominal, dislipidemia, hipertension arterial e intolerancia a la glucosa.
Estudios epidemiolégicos muestran que los Individuos diagnosticados con SM
presentan un riesgo cinco veces mayor de desarrollar DMT2, dos veces mayor de
desarrollar una ECV y hasta 1,6 veces de padecer cancer colorrectal, pancreéatico,
higado, vejiga, mama recto, entre otros (Esposito, Chiodini, Colao, Lenzi, & Giugliano,
2012; Grundy, Adams-Huet, & Vega, 2008). Adicionalmente, se ha observado
asociacion con otras complicaciones sistémicas como higado graso, enfermedad
respiratoria y enfermedad osteoarticular (Montes de Oca, Loria, & Chavarria, 2008;

Sanchez, Chacon, & Cortés, 2011; Shaw, 2006).

Debido al actual contexto social, econémico, politico y de estilo de vida de las
poblaciones humanas, se ha incrementado la prevalencia de los factores de riesgo
asociados al SM, y como consecuencia se estima que esta patologia llegara a
convertirse en una de las principales causas de morbilidad en el siglo XXI. Debido a
esto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) advirtio la necesidad urgente de llevar
a cabo estrategias de prevencion enfocadas a detener esta potencial pandemia
(Montes de Oca et al.,, 2008). La Federacion Internacional de Diabetes (FID) ha
reportado que entre el 20 y 25% de la poblacion mundial padece de SM y que su

prevalencia aumenta con la edad (Alberti, Zimmet, & Shaw, 2006; Asociacion



Latinoamericana de Diabetes, 2010; Trejo-Gutiérrez, 2004). Registros epidemiolédgicos
estiman que, 35 millones de personas padeceran SM en los proximos 10 afios en
Latinoamérica, es decir un incremento del 14% con respecto a la prevalencia actual
(Guénard, Tchernof, Deshaies, Pérusse, Biron et al.,, 2014; Lopez-Jaramillo, Rueda-
Clausen, & Silva, 2007; Pineda, 2013). Los paises con las mayores prevalencias de
esta patologia metabdlica son México, Chile, Pert y Colombia (Atalah, 2012; Cardenas
Quintana, Sanchez Abanto, Roldan Arbieto, & Mendoza Tasayco, 2009). Los registros
epidemiologicos del SM en Colombia, son alarmantes con una prevalencia que oscila
entre un 25% y 45% (Aschner, 2010; Whiting, Guariguata, Weil, & Shaw, 2011). La
Encuesta Nacional de Situacién Nutricional mostré que la obesidad abdominal, principal
componente del SM, aument6 de 33,8% a 39,1% en hombres y de 51,4% a 62% en
mujeres entre los afios 2005 y el 2010, y se estima que dichas cifras no disminuirdn en
los préximos afos (Fonseca, Heredia, Ocampo, Forero, Samiento et al., 2011; ICBF,
2006). Actualmente en el departamento del Cauca se desconoce la prevalencia y el
comportamiento de esta patologia, ademas de las condiciones sociodemograficas y los
factores del estilo de vida asociadas a ella, a pesar de ser uno de los departamentos

con altos indices de sobrepeso y obesidad (21,7%) (Fonseca et al., 2011).

Segun la FID, una persona es diagnosticada con SM cuando presenta obesidad
abdominal y simultaneamente dos o mas de los siguientes factores: niveles elevados
de triglicéridos, bajos niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL), alta
presion arterial y elevados niveles de glucosa en sangre (Zimmet, Alberti, George, &

Serrano Rios, 2005). Por otro lado, se ha observado que la gran variabilidad en la



distribucion de los patrones sociodemograficos y de estilo de vida afecta la importancia
de cada factor de riesgo propuesto en las distintas poblaciones humanas (Eckel,
Grundy, & Zimmet, 2005; Zimmet et al., 2005). Por estas razones, la patogénesis del
SM, la caracterizacion de pacientes que la padecen y sus componentes adn no son
claros y hasta la fecha no existe una definicién unificada para evaluar el riesgo y el
diagndstico de esta patologia, aunque la obesidad abdominal y resistencia a la insulina
han sido reconocidos como factores causales (Srikanthan, Feyh, Visweshwar, Shapiro,

& Sodhi, 2015).

Una de las caracteristicas de las personas con SM es un elevado nivel de estrés
oxidativo, el cual se ha asociado con hiperglucemia, niveles elevados de lipidos en
tejidos, aumento de la actividad muscular debido a la ganancia de peso, el tipo de
dieta, entre otros factores. Principalmente, los pacientes con SM presentan una
acumulacion de tejido adiposo visceral que induce un aumento en la peroxidacion
lipidica sistémica y produccion de citoquinas, que luego desencadena dafio oxidativo
sistémico. El estrés oxidativo producido localmente, induce dafio a las estructuras
celulares, incluidas las membranas, las proteinas y el ADN, por lo cual el estrés
oxidativo parece estar involucrado en la patogénesis del SM (Demirbag, Yilmaz, Gur,
Celik, Guzel et al., 2006; Galvan-Meléndez, Calderén-Salinas, Intriago-Ortega, Torres-
Castorena, Zamarripa-Escobedo et al., 2014; Manna & Jain, 2015; Marseglia, Manti,
D’Angelo, Nicotera, Parisi et al., 2015). Estudios epidemiolégicos moleculares
evidencian que tanto la obesidad como el sobrepeso, en poblaciones adultas y en

nifios, incrementan la frecuencia de biomarcadores de dafio celular (células necréticas



y apoptéticas) y del ADN (Micronucleos, Puentes Nucleoplasmicos, Brotes Nucleares)
en linfocitos de sangre periférica y por lo tanto pueden aumentar la susceptibilidad al
desarrollo de cancer y envejecimiento precoz (Donmez-Altuntas, Sahin, Bayram,
Bitgen, Mert et al.,, 2014; Gandhi & Kaur, 2012; Scarpato, Verola, Fabiani, Bianchi,

Saggese et al., 2011).

Por otro lado, observaciones como la agregacion familiar del SM, diferencias en su
prevalencia de acuerdo al origen étnico y su asociacion con ciertas variaciones
genéticas identificadas en estudios de Asociacion del Genoma Completo (GWAS), han
permitido postular la existencia de un componente genético en la etiologia del SM
(Povel, Boer, Reiling, & Feskens, 2011; Suazo, Smalley, Hodgson, Weisstaub,
Gonzélez et al., 2014). Un estudio de interaccion génica encontré que ciertos genes
gue codifican para la proteina homologa BUD13 y la proteina lipasa acida lisosémica
(LIPA), podrian de manera independiente o a través de una interaccion génica o gen-
ambiente, contribuir al riesgo de desarrollo de SM, de tal manera que los polimorfismos
en estos genes pueden afectar incluso, la expresién de otros genes funcionales
implicados en el metabolismo de lipidos (Lin, Kuo, Liu, Yang, Kao et al., 2016).
Adicionalmente, se ha establecido que existe una sobrexpresion del gen LIPA en el
tejido adiposo visceral de personas con SM y una expresion diferencial del mismo,
entre personas con y sin SM, lo que revela una posible implicacién de este gen en la
variabilidad interindividual asociada a complicaciones metabdlicas relacionadas con la
obesidad (Guénard, Houde, Bouchard, Tchernof, Deshaies et al., 2012). En los ultimos

aflos ha aumentado las investigaciones del gen BUD13 por su relacion con el



metabolismo de lipidos, lo cual puede sugerir un papel esencial en la patogénesis del
SM y con algunos de sus componentes, metabdlicos (Zhang, You, Wu, Zhang, Wang et
al., 2017).

Impacto

Aunque la patogénesis del SM sigue siendo objeto de debate y estudio, se tiene claro
gue su desarrollo esta asociado en cierto grado a la interaccidon entre predisposicion
genética en multiples genes sumado a un estilo de vida sedentario y una dieta
desbalanceada (Rask-Madsen & Kahn, 2012). El excesivo crecimiento del tejido
adiposo caracteristico de la obesidad, causa alteraciones en el proceso de
almacenamiento de los triglicéridos y los lipidos ectopicos con sus metabolitos que
conlleva al desarrollo la resistencia a la insulina. Estos mecanismos en si, se sabe que
conllevan a un desarrollo del sindrome y aumentan el riesgo de enfermedades mas
cronicas. En el campo de la biologia de las enfermedades cardiometabdlicas aun se
necesitan de muchos estudios experimentales que permitan aclarar el conocimiento en
la etiologia de la enfermedad, como una estrategia para reducir el riesgo a desarrollar
las enfermedades cronicas relacionadas y el nivel de exposicion a los factores de
riesgo comunes modificables. Por eso surge el interés a nivel mundial de fomentar la
investigacion para el control de las enfermedades metabdlicas a través de inversiones
en investigacion epidemioldgica, operacional y sanitaria a partir de planes de accion

(Cauca, 2012; de Salud Publica, 2013; OMS, 2000).

A pesar de que algunos estudios reportan que los factores determinantes del SM son

sobrepeso, factores genéticos, edad, estilo de vida, ingesta caldrica excesiva; la



importancia de estos podrian variar segun las condiciones sociales, econdémicas,
culturales y genéticas de las poblaciones; por lo que alun existe controversia en cuanto
al establecimiento unificado de criterios diagnoésticos o componentes del SM. La
presente investigacion tuvo gran relevancia al aportar nuevo conocimiento cientifico
acerca de la prevalencia de dos polimorfismos en genes asociados al SM en una
poblacion del suroccidente colombiano, asi como también, la identificacién del efecto
de la toxicidad generada por los componentes individuales o en conjunto del SM sobre
los biomarcadores citogenéticos indicadores de dafio al ADN y la evaluacién de los
factores culturales y de estilo de vida tales como, estados civil, nivel educativo,
actividad fisica y consumo de alcohol, como caracteristicas particulares de poblaciones
el suroccidente del pais. Del mismo modo, dicha informacion aportada por este estudio
es de especial interés en las comunidades cientificas, médicas e instituciones al
cuidado de la salud, ya que la identificacion de la presencia de la variante rs1412444
del gen LIPA puede servir como un biomarcador predictivo temprano de obesidad
abdominal, en individuos con antecedentes familiares de este factor de riesgo. De esta
manera, este conocimiento fortalecera en el futuro cercano las medidas de promocion y
prevencion en las enfermedades cronicas asociadas al SM vy ratificara la participacion

de otras disciplinas durante una intervencion.

Por otro lado, nuestro estudio también intentd identificar la relacion de variantes
genéticas y biomarcadores de efecto al dafio al ADN con los componentes del SM
usando modelos estadisticos validados para predecir el riesgo de aparicion de

enfermedades crénicas asociadas al SM en nuestra poblacidon teniendo en cuenta

10



factores genéticos, clinicos, sociales y del estilo de vida. Sin embargo, estos modelos
pueden variar ampliamente en su precision predictiva y utilidad clinica, por lo tanto, aun
se requieren esfuerzos sustanciales para mejorar la comunicacion de riesgos, motivar a
médicos e individuos a ejecutar estrategias preventivas y desarrollar algoritmos de

toma de decisiones clinicas.

Es de gran de interés mencionar que como parte de los objetivos del Componente
Sistema Regional de Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon del Plan de Desarrollo
Departamental Cauca (Cauca, 2012), la ejecucion de esta investigacion impulsé la
apropiaciéon y la divulgacion de los nuevos conocimientos, promocion de la
investigacion e innovacién, puesto que la implementacién del conocimiento generado a
partir del uso de herramientas citogenéticas y moleculares para los andlisis de
biomarcadores tempranos de las enfermedades crénicas fueron transferidos a
profesionales interesados, asi como a futuros investigadores para abordar el estudio de
las diferentes patologias malignas y cardiometabolicas en poblaciones en riesgo, con lo
cual se generd conocimiento para la formulacion de nuevas preguntas de investigacion

en el estudio de la etiologia del SM.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer la asociacion entre los polimorfismos genéticos LIPA y BUD13,
biomarcadores de dafio al ADN, muerte celular y los factores de riesgo en pacientes
con Sindrome Metabdlico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar los polimorfismos en los genes LIPA y BUD13, en pacientes con
sindrome metabdlico y personas sanas.

e Establecer la relacion entre los polimorfismos genéticos LIPA y BUD13 vy los
factores de riesgo del sindrome metabdlico.

e Determinar la asociacion de la frecuencia de micronucleos y anormalidades
nucleares en el epitelio bucal con la presencia de los polimorfismos genéticos
LIPAy BUD13.

e Correlacionar variables demograficas, del estilo de vida, polimorfismos genéticos
LIPA y BUD13 con la frecuencia de los biomarcadores citogenéticos analizados

en la poblacion.

12



MARCO TEORICO

El sindrome metabdlico es un conjunto de factores de riesgo cardiovascular que
incluyen obesidad abdominal, dislipidemia, hipertension arterial y aumento de la
glucosa que en conjunto incrementan el riesgo de desarrollar Diabetes Mellitus Tipo 2 y
enfermedad cardiovascular (Mottillo, Filion, Genest, Joseph, Pilote et al., 2010). Las
causas del SM no se conocen con exactitud, pero ha sido determinante conocer que
factores como la obesidad abdominal favorece la acumulacion de grasa a nivel del
tejido adiposo. El tejido adiposo se distribuye por todo el cuerpo y es capaz de
expandirse para acomodar el exceso de energia en forma de lipidos acumulados,
caracteristicas que lo distinguen de otros érganos y tejidos. En los seres humanos, hay
dos tipos principales de tejidos adiposo, el tejido adiposo blanco (siglas en inglés WAT)
y el tejido adiposo marrén (siglas en inglés BAT). Anatomicamente, el tejido adiposo
blanco comprende dos depdsitos principales, el subcutdneo (SAT) y visceral (VAT)
alrededor de los 6rganos internos, este Ultimo se concentra en la cavidad abdominal.
En el SM la expansion del VAT esté estrechamente relacionado con las complicaciones
metabdlicas (Choe, Huh, Hwang, Kim, & Kim, 2016), entre ellas las células de este
tejido (adipocitos) son en su mayoria disfuncionales y aumentan la cantidad de acidos
grasos libres (AGL) circulantes trayendo consigo la secrecién de apolipoproteina B,
principal componente de las lipoproteinas en sangre (Pereira-Rodriguez, Melo-Ascanio,
Caballero-Chavarro, Rincon-Gonzales, Jaimes-Martin et al., 2016). Existe una relacion
directa entre altos niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL), triglicéridos (TG),
Colesterol Total (CT), glicemia y disminuidos niveles de colesterol HDL con la obesidad

(Misra & Shrivastava, 2013) y con excepciones en algunos individuos con obesidad

13



(Karelis, Brochu, & Rabasa-Lhoret, 2004). La desregulacion en los niveles basales de
estos parametros se conoce como dislipidemia y los incrementos de concentraciones
de glucosa como hiperglucemia. La mayoria de estas alteraciones estan relacionadas
con la dieta (80%) y el estilo de vida. Segun la FID los niveles basales normales de
lipoproteinas y glucosa en sangre son: triglicéridos <150 mg/dL; HDL 240 mg/dL
(hombres) y 250 mg/dL (mujeres); LDL <100 mg/dL y glucosa en ayunas <100 mg/dL

(Zimmet et al., 2005).

Por otra parte, los tejidos adiposos subcutaneos y visceral difieren en la secreciéon de
algunas proteinas. El tejido adiposo blanco subcutaneo expresa mas adiponectina y
citoquinas anti-inflamatorias las cuales tienen efectos benéficos en el metabolismo
(Kwok, Lam, & Xu, 2016), mientras que la acumulacién de lipidos, principalmente
triglicéridos, en los adipocitos del tejido adiposo visceral, también se acompafa de
aumentos en los macrofagos y otras células inmunitarias, en parte debido a la
remodelacion del tejido y en respuesta a la apoptosis de los adipocitos (Heymsfield &
Wadden, 2017). Estas células inmunitarias secretan citoquinas pro-inflamatorias de
manera sistémica y la consecuente aparicion de la resistencia a la insulina que a
menudo se presenta en pacientes con obesidad (Wellen & Hotamisligil, 2005). La
resistencia a la insulina se produce cuando el organismo deja de reaccionar a la accion
de la insulina, la hormona segregada por el pancreas para distribuir la glucosa en las
células y para mantener controlados los niveles de azucar en la sangre (Pereira-

Rodriguez et al., 2016).
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Genes involucrados en procesos de metabolismo de lipidos e inflamacion

Gen LIPA

El gen esta ubicado en el cromosoma 10g23.2 y codifica para la enzima Lipasa acida
lisosémica (LIPA), cuya funcién en los lisosomas es hidrolizar los ésteres de colesterol
y triglicéridos para generar colesterol y acidos grasos libres. LIPA desempefia un papel
clave en el suministro de colesterol para el crecimiento celular y la funcién de la
membrana, asi como en la regulacion de los procesos celulares mediados por el
colesterol intracelular (Lin et al., 2016). La alteracién en la actividad de LIPA se ha
asociado con dos trastornos hereditarios del metabolismo del colesterol, la enfermedad
de Wolman (WD) y la enfermedad de almacenamiento esteres de colesterol (CESD)
(Guénard et al., 2012). Ademas, diferentes estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS) indicaron que especialmente el SNP rs1412444 en la region
intrébnica del gen LIPA se asoci6 con Enfermedad Arterial Coronaria (EAC) en
poblaciones caucasicas y asiaticas (Consortium, 2011; Schunkert, Kdnig, Kathiresan,
Reilly, Assimes et al., 2011). Asimismo, se ha encontrado relacion con SM (Vargas-
Alarcon, Posadas-Romero, Villarreal-Molina, Alvarez-Ledn, Angeles et al., 2013), y con
infarto de miocardio (Wang, Wang, Liu, Zhang, Yu et al., 2014) en estudios de

replicacion independientes.

Gen BUD13
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BUD13 es una de las subunidades de un componente celular denominado complejo
proteico RES (retention and splicing complex), que se identific6 previamente en la
levadura como un factor de empalme especifico e importante para controlar la
retencion de pre-ARNm de varios genes en el nucleo (Brooks, Dziembowski, Quevillon-
Cheruel, Henriot, Faux et al., 2008). Se sabe que el gen BUD13 esta ubicado en una
regiobn cromosomica donde se también se encuentran los genes para las apoliproteinas
APOA1, APOC3, APOA4, and APOA5 que se expresan predominantemente en el
higado y el intestino y son cruciales para regular el metabolismo de las lipoproteinas y
la homeostasis del colesterol (Pranavchand, Kumar, & Reddy, 2017). Recientes GWAS
han identificado un gran numero de loci relacionados con el metabolismo y
almacenamiento de triglicéridos, entre ellos SNPs en el gen BUD13. Los polimorfismos
genéticos en BUD13 y ZNF259 se han asociado con los niveles séricos de lipidos,
especialmente con triglicéridos en poblaciones occidentales (Kathiresan, Willer, Peloso,
Demissie, Musunuru et al., 2009; Waterworth, Ricketts, Song, Chen, Zhao et al., 2010).
De igual manera, otras variantes de BUD13 se han asociado con niveles de colesterol
total e hipercolesterolemia en poblaciones asiaticas (Aung, Yin, Wu, Wang, Liu, Pan et

al., 2014).

Ensayo citomico de micronucleos en el epitelio bucal

El epitelio bucal al ser una barrera natural de proteccidén, se convierte en un tejido
sensible y de facil adquisicion por métodos no invasivos para evaluar, monitorear e
identificar eventos genotéxicos tempranos producidos en las células basales como

resultado de la exposicion a agentes inflamatorios y/o causantes de estrés oxidativo
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(Bonassi, Coskun, Ceppi, Lando, Bolognesi et al.,, 2011), ampliamente asociados al

desarrollo del SM, DMTII y ECV. El epitelio esta divido en cuatro estratos: 1) Estrato

Germinativo 1l) Estrato Espinoso (capa de células espinosas) Ill) Estrato Granuloso

(capa de células granulares) y IV) Estrato Cérneo (capa de células queratinizadas)

(Holland, Bolognesi, Kirsch-Volders, Bonassi, Zeiger et al., 2008; Rosin, 1992).

A)

Secondary Metabolites
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Figura 1. Interaccién de agentes téxicos del SM con el epitelio bucal. A) Los productos metabolicos se absorben a

través de las barreras epiteliales, donde atraviesan el epitelio y entran en la circulacién a través de la vena porta a

través del higado. B) Una vez en la circulacién, los metabolitos viajan a varios sitios objetivo (érganos, tejidos,

células, etc.). C) En el epitelio bucal las células basales entran en contacto con la sangre en circulacion. Tomado y

editado de: “Specialized metabolites from the microbiome in health and disease”
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ANTECEDENTES

Durante los dUltimos afos los estudios epidemiolégicos han determinado que
enfermedades como el Sindrome Metabdlico y sus diferentes componentes tales como
dislipidemia, obesidad abdominal, hipertension arterial e intolerancia a la glucosa
aumentan significativamente el riesgo a padecer DMT2 y ECV. Se ha establecido
ampliamente que la obesidad abdominal y diferentes parametros bioquimicos como
colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos, acidos grasos libres, glicemia,
apolipoproteina B representan marcadores sensibles para determinar riesgo a
desarrollar enfermedades cardiometabdlicas (Bermudez J, 2014; Querales, Cruces,
Mendoza, Malvacia, Mendoza et al.; Simon, Roy, Jayapal, & Vijayakumar, 2010; Valdés
Ramos & Bencosme Rodriguez, 2013). Varios estudios han demostrado que la
patogénesis en las enfermedades cardiometabdlicas en las que se incluye el SM se
correlaciona positivamente con el dafio oxidativo del ADN e inestabilidad cromos6mica,
la cual esta mediada por dafios en el ADN y acortamiento disfuncional de los telomeros

(Martinet, Knaapen, De Meyer, Herman, & Kockx, 2002).

Diferentes estudios epidemiolégicos moleculares evidencian que tanto el sobrepeso
como la obesidad principales factores de riesgo para desarrollar SM en poblaciones
adultas y en niflos, incrementan el dafo al ADN y por tanto aumentan la susceptibilidad
al desarrollo de cancer y envejecimiento precoz. Estudios en personas obesas que
utilizaron biomarcadores citogenéticos en linfocitos, muestran incrementos significativos
de dafio al ADN, roturas de doble cadena, frecuencia de células con dafio genémico

(micronucleos, puentes nucleopldsmicos, brotes nucleares), células necroéticas y
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apoptéticas en comparacion con la poblacién control (Donmez-Altuntas et al., 2014;
Gandhi & Kaur, 2012; Scarpato et al., 2011). Pacientes con perimetro abdominal
aumentado, presién arterial elevada y resistencia a la insulina presentan indices
significativamente elevados de radicales libres y de dafio al ADN y disminucién del
sistema antioxidante total en plasma a medida que aumenta el ndmero de los
componentes del SM, aunque hasta el momento no se ha reportado cual criterio o
conjunto de criterios diagndsticos genera un mayor riesgo en la poblacién afectada
(Demirbag et al., 2006; Galvan-Meléndez et al., 2014; Satoh, Ishikawa, Takahashi, Itoh,
Minami et al., 2008). El grupo de investigacién en Toxicologia Genética y Citogenética
de la Universidad del Cauca realizd un estudio y obtuvo datos importantes de una alta
frecuencia del dafio al ADN y de muerte celular en pacientes con Sindrome Metabdlico
comparados con personas sin la patologia (Carvajal-Cucufiame, Manquillo-Franco,
Rosero-Caldon, Perafan-Collazos, Montero-Carvajal et al., 2017), sin embargo, se
sugiere llevar a cabo un estudio mas completo e investigar el papel del componente
genético que permite identificar a las personas con riesgo a desarrollar la enfermedad y
de complicaciones futuras. Hasta ahora, estos estudios son la evidencia de como la
enfermedad y los factores de riesgo convencionales estan asociados a la inestabilidad

gendmica.

Desde el reconocimiento del SM como problema de salud publica, se han realizado
estudios moleculares dirigidos a la deteccion de polimorfismos en genes relacionados
con distintas rutas metabdlicas claves en la fisiopatologia, tales como el metabolismo

de lipidos, glucosa o mecanismos de inflamacién que junto con algunos factores
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ambientales pueden aumentar la susceptibilidad a desarrollar SM. En general, la
busqueda de determinantes genéticos se ha dirigido a examinar el SM como un todo o
como componentes en pares o incluso analizando asociaciones de sus componentes
individuales (Brown & Walker, 2016; Shungin, Winkler, Croteau-Chonka, Ferreira,
Locke et al.,, 2015). Recientemente, los GWAS han identificado al menos 56 loci
asociados de forma reproducible con obesidad, 157 con lipidos y mas de 90 loci

asociados con hipertension (Stan¢akova & Laakso, 2014).

El papel de la enzima Lipasa acida lisosémica (LIPA) en las enfermedades metabdlicas
ha sido de gran relevancia debido a su actividad. Una deficiencia de LIPA en humanos
puede llevar a almacenamiento intracelular de esteres de colesterol o alteracién en el
control de la produccion de colesterol (Guénard et al., 2012). Estudios en el SNP
rs1412444 del gen LIPA demostraron asociacion con hipercolesterolemia y EAC. El
estudio de Vargas-Alarcon et al. (2013) encontraron que dos polimorfismos dentro del
gen LIPA (rs1412444 and rs2246833) estuvieron asociados con hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, SM y DMT2 en pacientes con EAC. y que ademas podian estar
compartidos entre distintas etnias. Del mismo modo, un metandlisis de cohortes
europeas y del sur de Asia de aproximadamente 30.000 individuos, identificaron entre
sus nuevos loci, que el rs141244, aumentaba el riesgo de EAC (OR:1,08 1C:1,05 —
1,12) (The Coronary Artery Disease Genetics Consortium, 2011) El estudio Multiétnico
de Aterosclerosis (MESA), que investiga la prevalencia, correlacion y progresion de la
Enfermedad Cardiovascular también confirmo que entre los distintos polimorfismos

estudiados el rs1412444 estaba asociado con EAC (Vargas, Manichaikul, Wang, Rich,
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Rotter et al., 2016). Un estudio caso-control de una cohorte de cerca de 5.000
individuos llevada a cabo en una poblacion China, reportaron 5 SNPs, entre ellos el
rs141244 (OR: 1,26 IC:1,05 — 1,51) que estuvieron asociados significativamente con el
infarto del miocardio (Wang et al., 2014). Adicionalmente, una evaluacién de varios
SNPs en el gen LIPA y el rs141244 revel6 una asociacion de los niveles de
transcripcion del gen con la disfuncion endotelial (Wild, Zeller, Schillert, Szymczak,

Sinning et al., 2011).

El rol de la proteina homologa BUD13 es regular la retencién nuclear de pre-ARNm, y
hacer parte de un complejo proteinico implicado en el proceso de splicing durante la
expresion genica (Brooks et al., 2008). Su relacion con el SM o sus componentes, se
ha demostrado a través de analisis por haplotipos, los cuales han demostrado una
asociacion de los polimorfismos, entre ellos el rs623908, con los niveles de colesterol
LDL en individuos con dislipidemia y con Sindrome Coronario Agudo cuando se
analizaron los polimorfismo en este gen y otros genes en conjunto (Pranavchand et al.,
2017). En poblaciones europeas y del sur de China, también se ha identificado la
relacion de polimorfismos en este gen con hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia
(Aung, Yin, Wu, Wang, Liu, & Pan, 2014) mientras que en poblaciones norteamericanas
se ha propuesto que algunas variantes genéticas puede afectar la respuesta de niveles
de triglicéridos y colesterol LDL en individuos en terapia con estatinas (O'Brien,
Schrodi, Ye, Brilliant, Virani et al., 2015). Cabe resaltar, que la investigacion de Lin et
al., (2016) en una poblacion de Taiwan, el cual fue un estudio de replicacion de los

genes mayormente asociados con SM y sus componentes, mostraron que los
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polimorfismos en los genes LIPA rs1412444 y BUD13 rs623908, entre otros, se
asociaron con SM y que ademas pueden contribuir al riesgo de SM de manera
independiente o a través de interacciones gen-gen y gen-ambiente. Es evidente que en
nuestro pais hay carencia de estudios respecto a los polimorfismos mencionados
previamente en el estudio del SM y es necesario la realizacion de estudios
experimentales adicionales para aclarar como estos SNP y que genes realmente

afectan los niveles de lipidos en suero.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio.
El estudio caso-control incluy6 individuos de los proyectos financiados por Colciencias
ID-3727 y por la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Cauca ID-4364.

El tamafio de la muestra se estimo segun el total de la Poblacion Econémicamente

K% Npq

Activa para el municipio de Popayan a través de la formula estadistica (m

).
Se establecid6 que una muestra de, al menos, 220 individuos permitiria realizar un
estudio coherente de los biomarcadores citogenéticos y de los genotipos, pese a que el
namero de individuos no fuese representativo de la poblacién. Los individuos se
reclutaron de empresas del sector publico y privado del municipio de Popayan, Cauca,
quienes cumplieron con los criterios de inclusién establecidos: hombres y mujeres
sanos, mayores de edad (= 18 afos), con perimetro abdominal aumentado (en el grupo
de los casos), segun los criterios establecidos por la FID, con residencia permanente
en la zona urbana del municipio de Popayan y que aceptaron participar voluntariamente
en el estudio. Se excluyeron a sujetos con presencia de alguna enfermedad, con
residencia diferente al municipio de Popayan o que no aceptaran participar en el
estudio y especialmente, respecto al grupo control, se excluyeron individuos con
obesidad abdominal. Cada individuo firm6 un formulario de consentimiento informado.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las directrices y regulaciones
pertinentes. Los pacientes fueron clasificados como casos segun criterios establecidos
por la FID (Zimmet et al., 2005). Los grupos de casos y controles fueron pareados por

edad (+1 afio), género y etnia.
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Mediciones antropométricas y paraclinicas

La informacion sobre la demografia, el estado socioeconémico y los factores de estilo
de vida se recopil6 mediante cuestionarios estandarizados. Los métodos para medir los
parametros de presion arterial, altura, peso y circunferencia de la cintura se basaron en
estudios previos (Carvajal-Cucufiame et al., 2017). Para las mediciones de perfil
lipidico y glucosa, se obtuvieron muestras de sangre extraidas después de un ayuno
nocturno de al menos 12 horas. Se extrajo el suero mediante diferencias de gradiente y
densidad celular sometiendo las muestras a centrifugacion a 3500 rpm durante 10
minutos y posteriormente almacenados a -70°C hasta su analisis. Los mediciones
fueron llevadas a cabo en el Laboratorio Clinico Especializado de la Universidad del
Cauca a partir del suero sanguineo con un analizador automético A15 (BioSystems), el

cual arrojaba directamente los resultados de cada individuo.

Seleccion de SNPs y genotipificacion

Se escogieron los SNPs con un MAF>10% (Frecuencia del alelo menos comun)
consultado en la base de datos del NCBI dbSNP Short Genetic Variation (Sherry, Ward,
& Sirotkin, 1999). La seleccion de los SNPs se realizé a través de la revision de
literatura y se escogieron de acuerdo a su papel relevante en el SM. Se obtuvieron 5mi
de sangre periférica mediante puncién intravenosa en tubos vacutainer con EDTA de
cada una de los individuos. Las muestras de sangre fueron transportadas en sistemas
de refrigeracién hasta el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca. El ADN gendmico se aislo de los linfocitos de sangre periférica
con DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). La pureza de las muestras de ADN gendémico

se evaluo a través de un espectrofotometro previamente calibrado (Nanodrop 2000c).
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Las muestras de ADN fueron almacenadas en congelador (-26°C) hasta la
determinacion de los polimorfismos genéticos. A través del ensayo TagMan SNP
genotyping, (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) se realizd la
genotipificacion de los polimorfismos LIPA (dbSNP rs1412444) y BUD13 (dbSNP
rs623908). Los cebadores y las sondas de los SNP fueron proporcionados por The
Dana Farber/Harvard Cancer Center Genotyping & Genetics for Population Sciences
Facility de los Estados Unidos, quienes llevaron a cabo el ensayo a través de un
proceso de discriminaciéon alélica, mediante el cual se detecté en una muestra, dos
variantes de la secuencia de un Unico nucleétido, con el uso de las sondas TagMan
marcadas un fluorocromo notificador unido al extremo 5' y un apantallador o
«quencher» en el extremo 3', las cuales permitieron medir la produccion de amplicones

de PCR.

Pruebas citogenéticas

Las muestras del epitelio bucal fueron colectadas con citocepillos estériles, realizando
20 raspados circulares en la cara interna de cada mejilla. Las muestras fueron
trasportadas inmediatamente al laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de
la Universidad del Cauca para su procesamiento. Se inicié con tres lavados sucesivos
en 5 ml de solucion salina estéril al 0.9% y centrifugaciones a 1200 rpm por 10 minutos
(SORVALL®T6000B). En cada etapa de lavado se removid completamente el
sobrenadante y se resuspendié constantemente para permitir la disociacion celular. Las
células fueron suspendidas en 0,5 ml de solucion salina estéril 0.9% y posteriormente

extendidas sobre placas de vidrio, secadas al aire por 15 minutos y fijadas en metanol
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frio al 80% por 20 minutos. Después de 24 horas de secado, las células fueron tefiidas
con el método de tincion especifico para ADN Feulgen-Fast Green (Sigma-Aldrich cat.
no. 857343), segun Thomas et al., (2013) y debidamente codificadas por el método del
doble ciego. Los micronucleos fueron registrados en 2000 células normales
diferenciadas, segun Tolbert et al., (1992) usando un microscopio Optico en 1000x

(Nikon Eclipse E200).

Puntuacion de severidad de SM

Se calcularon los valores z de SM (z-SM) utilizando formulas basadas en el género
como se han descrito en estudios anteriores (Gurka, Lilly, Oliver, & DeBoer, 2014).
Brevemente, z-SM se derivo de los cinco componentes tradicionales de SM (perimetro
abdominal, triglicéridos, colesterol HDL, presion arterial sistolica y glucosa en ayunas)
utilizando un enfoque de analisis factorial de datos de 1999-2010 nacionalmente
representativos de La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES) para adultos
de 20 a 64 afos de edad. Se determinaron las cargas de factores de los cinco
componentes de SM y se utilizaron para generar ecuaciones para calcular una

puntuacion de severidad de SM para cada individuo (http:/mets.health-results-

policy.ufl.edu/calculator/). La puntuacion resultante tuvo una distribucion normal

estandar que funciona como una "puntuacion z" (DeBoer & Gurka, 2017)

Anélisis estadistico.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS (version

19.0). Se realizé un andlisis de la prueba de hipétesis que compara los grupos con
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respecto a las variables cuantitativas, a través de pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov). Las comparaciones de los valores de la media entre los grupos de estudio se
evalué utilizando la prueba t de Student o U Mann-Whitney, segun correspondid. Se
realizé la prueba de chi-cuadrado para comparar la diferencia entre dos datos
categoricos. Para cada SNP, el desequilibrio de Hardy-Weinberg se prob6 mediante
una prueba de chi-cuadrado con 1 grado de libertad. Se utilizé el andlisis de regresién
logistica binaria para evaluar la asociacién de los SNPs elegidos con SM ajustado por
edad, género y otras variables del estilo de vida. Los genotipos se analizaron bajo un
modelo de herencia codominante (LIPA:TT vs CT vs CC y BUD13: AA vs AG vs GG).
Adicionalmente, identificamos la asociacion del SNP estudiado con componentes
individuales del SM utilizando el Modelo Lineal General (MLG) ajustado por edad,
género, estado civil, actividad fisica y nivel educativo. Un nivel de significancia a < 0.05
fue utilizado como criterio para rechazar la hipétesis nula (HO), con un intervalo del 95%

de confianza.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas sociodemograficas y de estilo de vida de

la poblacion objeto de estudio. La edad promedio en los casos fue de 47,06 + 8,18

afios y en los controles de 45,49 + 9,45 afios. En ambos grupos mas del 60% de las

personas fueron hombres. En los pacientes con SM, el estado civil mas frecuente

fueron los solteros (70%), al igual que el grupo control (54%). En relacion al nivel

educativo, solo el 28% de los casos reportaron tener estudios universitarios o de

posgrado, una proporcion significativamente mas alta (66%) fue encontrada en el grupo

control. En cuanto al consumo de alcohol, mas de la mitad de los participantes del

estudio consideraron consumir alcohol de manera ocasional. Todos los individuos del

grupo control practicaban actividad fisica como un estilo de vida.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y del estilo de vida de la poblacion

Controles n=111 Casos =109 Valor p
Edad en afios (Media + D.E) 45,49 £ 9,45 47,06 £ 8,18 0,1872
Género (%)
Masculino 70 (63,1) 70 (63,1) 0,858°
Femenino 41 (36,9) 39 (36,9)
Etnia (%)
Afrodescendiente 3(2,7) 3(2,8) 0,618°
Indigena 2(1,8) 4 (3,7)
Mestizo 106 (95,5) 102 (93,6)
Estado civil (%)
Con pareja 51 (45,9) 33(30,3) 0,027°
Sin pareja 60 (54,1) 76 (69,7)
Ingresos Mensuales (%)
Menos de 1 salario minimo 9(8,1) 16 (14,5)
Entre 1 — 3 salarios minimos 79 (71,2) 68 (61,8) 0,351°
Mas de 3 salarios minimos 23 (20,7) 25 (22,7)
Nivel Educativo (%)
Alto (Universitario/posgrado) 74 (66,7) 31 (28,4) <0,001°
Medio (Técnico) 23 (20,7) 42 (38,5)
Bajo (Primaria/secundaria) 14 (12,6) 36 (33,0)
Consumo de alcohol (%)
Nunca 23 (20,7) 21 (19,3)
Exbebedor (>5 afios atras) 9(8,1) 18 (16,5) 0,306
Bebedor ocasional 79 (71,2) 70 (64,2)
Actividad fisica (%)
Si 111 (100) 60 (55) b
No 49 (45) <0.00

n=numero de sujetos; D.E = Desviacion estandar; %= porcentaje
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2Prueba de T-Student
bPrueba de Chi-Cuadrado

En la tabla 2 se muestran los resultados de los diferentes parametros clinicos
evaluados en la poblacién. Los pacientes con SM presentaron un IMC de 29,49 + 2,87
Kg/m? significativamente mas alto con respecto al de los controles 23,43 + 2,36 Kg/m?
(p<0.001). Los individuos con SM mostraron niveles de riesgo significativamente
mayores (p<0.001) para todas las variables del SM (perimetro abdominal, presion
arterial sistolica, presion arterial diastdlica, triglicéridos, colesterol HDL y glucosa).
Adicionalmente, se calcul6 el valor Z para medir el riesgo potencial de la poblacion de
desarrollar enfermedades o para comparar el estado actual de severidad de SM con
base en el numero de alteraciones metabdlicas asociadas al sindrome; se encontro que

los casos presentan un mayor riesgo de enfermedades futuras (0,83; p<0,001)

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas y clinicas de la poblacién

Controles Casos Valor
n=111 n=109 p?
Media + D.E Media + D.E
indice de Masa Corporal (Kg/m?) 23,53 +1,87 29,49 + 3,41 <0,001
Perimetro abdominal (cm)
Hombres 83,82+4,41 99,37 £ 7,47 <0,001
Mujeres 76,32 £ 2,59 92,68 + 7,01 <0,001
Presion arterial sistélica (mmHg) 110,48 + 9,62 122,77 +15,46  <0,001
Presion arterial diastolica (mmHg) 72,07 £ 8,52 80,38 £ 9,60 <0,001
Colesterol Total (mg/dL) 187,01 + 39,08 191,17 £ 41,91 0,516
Triglicéridos (mg/dL) 138,07 + 83,93 228,40 £90,73 <0,001
Colesterol-HDL (mg/dL)
Masculino 46,39 £ 12,52 35,61 + 8,07 <0,001
Femenino 54,04 + 11,38 38,73 + 6,63 <0,001
Glucosa (mg/dL) 79,56 + 7,77 89,38 + 19,83 <0,001
Valor z — Sindrome Metabdlico -0,38 £ 0,63 0,83 +0,47 <0,001

2Prueba de t-student

La tabla 3, describen las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP LIPA y BUD13.

La distribucién de los genotipos de los dos SNP estuvo de acuerdo con el equilibrio de
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Hardy-Weinberg (p> 0.05 para todos). Las frecuencias genotipicas y alélicas de los
SNP LIPA y BUD13 no fueron significativamente diferentes entre los casos y controles
(p>0.05). La prevalencia del genotipo TT (homocigoto mutante) del gen LIPA fue de
27,7% en los controles y 23,9% en casos. La frecuencia del genotipo GG (homocigoto
mutante) del gen BUD13 fue de 16% en ambos grupos de estudio. El andlisis de
regresion logistica, determiné que los dos alelos de riesgo de los genes LIPA y BUD13
no se asociaron significativamente con el riesgo aumentado del SM en la poblacion
estudiada (tabla 3). Incluso cuando se realiz6 este mismo analisis en cada uno de los
componentes del SM de manera individual tampoco se observdé una asociacion
significativa (datos no mostrados)

Tabla 3. Distribucion de la frecuencia genotipica y alélica de LIPA (rs1412444) y

BUD13 (rs623908) en pacientes con Sindrome Metabdlico y grupo control.

Andlisis de regresion Valor p

Control Casos -

Gen Total (n = 220) (n=111) (n=109) logistica
OR IC 95%

LIPA
CC (%) 48 (21,9) 24 (21,4) 24 (22) 1,00
CT (%) 114 (52,1) 57 (50,6) 59 (54,1) 1,04 (0,528 —2,033) 0,919
TT (%) 57 (26) 30 (27,0) 26 (23,9) 0,84 (0,389 -1,810) 0,654
CT+TT 87 (78,4) 85 (78) 0,97 (0,509 -1,832) 0,914
MAF 0,53 0,51
HWE 0,7516 0,3865

Control Casos

Total (n = 218) (n=110) (n=108)

BUD13 OR IC 95%
AA (%) 69 (31,5) 34 (30,9) 35(32,1) 1,00
AG (%) 114 (52,1) 58 (52,7) 55 (50,5) 0,91 (0,498 —1,647) 0,745
GG (%) 36 (16,4) 18 (16,3) 18 (16,5) 0,97 (0,434 -2,175) 0,944
AG + GG 76 (69,1) 73 (67,6) 0,92 (0,521 -1,629) 0,777
MAF 0,43 0,42
HWE 0,4172 0,6445

MAF: Frecuencia del alelo menos comun; HWE: valor P para el equilibrio de Hardy-Weinberg; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianza
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A través de un modelo lineal general, exploramos la relacion existente entre el SNP del
gen LIPA y los componentes del SM en los dos grupos de estudio (Tabla 4).
Encontramos que cuando las frecuencias genotipicas del polimorfismo se estratificaron
segun los componentes de riesgo de SM, los casos presentaron significativamente
(p=0,017) menores valores del IMC y de la presion arterial diastélica, cuando
presentaron los genotipos heterocigoto u homocigoto mutante. En el grupo control, las
mujeres con el genotipo mutante TT de LIPA presentaron significativamente los valores
mas bajos del perimetro abdominal (p=0,037), cuando se compararon con los otros
genotipos, todas las asociaciones de las variables con los genotipos del gen LIPA
seguian siendo estadisticamente significativas, incluso cuando el modelo se ajusto por
variables como edad, estado civil y nivel educativo (tabla 4). En contraste, este mismo
analisis se realiz6 para el SNP rs623908 del gen BUDI13 y los resultados no
evidenciaron ninguna relacion con los componentes del SM (p>0,05) (datos no

mostrados).
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Tabla 4. Caracteristicas de los individuos segun los genotipos LIPA en la poblacién de estudio

Variables Controles (n =111) Valor-p Casos (n = 109) Valor-p
CC (n = 24) CT (n=57) TT (n = 31) CC (n=24) CT (n=59) TT (n = 26)
Perimetro abdominal (cm)
Masculino 83,32 £ 5,39 83,83+ 4,37 84,59+ 3,72 0,3862 101,2+£8,91 97,81 +6,81 1009+ 7,54 0,1892
Femenino 77,18 + 1,98 77,16 + 2,04 74,86 + 2,96 0,0372 94,64 + 6,42 91,10 +£ 6,95 94,18 + 7,34 0,3912
IMC (Kg/m?) 23,75+ 1,36 23,70 £ 2,06 23,10+1,81 0,059 30,73+ 3,10 28,73 £ 3,36 30,08 + 3,51 0,017°
Presion Arterial Sistolica 108,8 £11,43 112,6 £9,09 107,5 £ 8,56 0.439° 124,1+ 1546 122,4+14,66 121,8+18,07 0,067°
(mmHg)
Presion Arterial Diastélica 71,6 + 8,92 73,0+ 8,39 70,3+8,41 0,580° 83,33+11,89 80,17 +£9,33 77,08 +7,77 0,050°
(mmHg)
Glucemia en ayunas 80,25+ 8,14 78,98 + 753 79,70 + 7,88 0,593 85,20+12,17 89,30+11,67 93,67 +34,67 0,387°
(mg/dL)
Colesterol Total (mg/dL) 178,4 +36,07 189,6 +38,80 190,8+42,84 0,310° 184,0+33,49 189,4+39,39 200,4+51,18 0,145"
Triglicéridos (mg/dL) 1442 +91,90 141,0+93,84 130,7+55,34 0,741° 202,0+ 65,82 242,2+101,2 200,8+87,38 0,071°
Colesterol-HDL (mg/dL)
Masculino 47,68 +11,28 43,66+12,60 51,43+12,03 0,1832 37,12 + 7,47 35,17+ 9,34 39,5+ 6,96 0,4222
Femenino 55,62 + 7,70 55,39 +11,83 51,60+12,67 0,515% 36,28 + 2,81 39,10 + 6,64 41,64 + 9,93 0,360°

Valores se presentan como media + Desviacion estandar.

2Valor de P ajustado por edad, estado civil, nivel educativo y actividad fisica.

®Valor de P ajustado por edad, género, estado civil, nivel educativo y actividad fisica
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Las frecuencias totales de los biomarcadores del ensayo citoma de micronucleos
en células del epitelio bucal se muestran en la tabla 5. Respecto a los
biomarcadores de dafio al ADN, se observé que solamente los brotes nucleares
fueron significativamente mas frecuentes en los casos en comparacion con los
controles (p<0,001). Del mismo modo, la frecuencia de los biomarcadores de
muerte celular, con excepcidon de las células picnoéticas, fueron significativamente

mas altas en los pacientes con SM que en el grupo control.

Tabla 5. Frecuencia general de los biomarcadores del ensayo citoma de

micronudcleos en células del epitelio bucal

Controles Casos
n=108 n=106 Valor p?
Células diferenciadas Media £ D. E Media £ D. E
Dafio al ADN Micronucleos (%o) 0,23 £ 0,67 0,36 £ 0,80 0,085
Brotes nucleares (%o) 0,97 +1,41 1,75+£1,70 0,0001
Binucleadas (%o) 5,58 + 4,23 6,48 + 4,33 0,080
Muerte celular Picnéticas (%o) 7,37+4,12 7,18 +5,76 0,170
Cromatina condensada (%o) 2,80+6,43 3,83+£5,31 0,002
Cariorrecticas (%o) 1,94 + 2,54 3,32 +4,58 0,045
Carioliticas (%o) 2,04 + 3,05 2,75+ 2,95 0,026

DE: Desviacién Estandar
#prueba estadistica de U Mann — Whitney

Los valores medios de la frecuencia de los micronucleos se examinaron de
acuerdo al numero de factores de riesgo o componentes del SM (tabla 6). Se
encontré que en individuos sin SM pero que presentaron una alteracion en los
niveles normales de los triglicéridos en sangre, la frecuencia de MN incremento
significativamente (p=0,016) en comparaciéon con el grupo de referencia o
individuos sin ninguno de los factores de riesgo del SM. Se hallé que los individuos
con SM que presentaron la combinacion de tres factores de riesgo que incluyen
obesidad abdominal, dislipidemia con hiperglucemia o hipertension arterial
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presentaron un aumento significativo de

la frecuencia de micronucleos

comparados con los individuos sin factores de riesgo del SM . Ademas el numero

de micronucleos mas alto (6 MN) reportado en nuestra poblacion la presentaron

los individuos con SM que presentaron la combinacion de los siguientes cuatro

factores de riesgo: perimetro abdominal aumentado, altos valores de triglicéridos,

presion arterial y bajos niveles de colesterol HDL (tabla 6). Adicionalmente, se

caracterizé que el 62% en este subgrupo de individuos presentaron el alelo T de

riesgo del gen LIPA (datos no mostrados).

Tabla 6. Variacion de la frecuencia de los micronucleos y numero de factores de

riesgo del SM
Numero de factores de riesgo n=214 MN Valor-p@
de SM n (%) Media + D.E Min-Max.
0 Factores de riesgo 58 (27,1) 0,12 £ 0,38 0-2 Grupo
referencia
1 Factor de riesgo 31 (14,5) 0,32 +£0,70 0-2
TG 11 0,64 + 0,92 0-2 0,016
HDL-c 16 0 0
GLU 1 1 1-1
P. Ar 3 0,67 +£1,15 0-2 0,455
2 Factores de riesgo 19 (8,9) 0,16 + 0,37 0-1
TG - HDL-c 13 0,23+0,44 0-1
HDL-c - P.Ar 3 0 0
TG-P. Ar 2 0 0
TG -GLU 1 0 0
3 Factores de riesgo 72 (33,6) 0,30 £ 0,57 0-2
PA-TG - HDL-c 51 0,25+0,52 0-2 0,087
PA-TG-P.Ar 10 0,50+0,71 0-2 0,006
PA - HDL-c - P.Ar 6 0,17+0,41 0-1
PA-P.Ar-GLU 2 0 0
PA—HDL0Oo TG -GLU 4 0,75+ 0,96 0-2 0,018
4 Factores de riesgo 31 (14,5) 0,48+1,21 0-6
PA-TG-HDL-c-P.Ar 20 0,55+1,36 0-6 0,017
PA-TG-HDL-c-GLU 7 0,57 +1,13 0-3 0,101
PA—-P.Ar-GLU-HDL-co TG 4 0 0
5 Factores de riesgo 3(1,4) 0,33+ 0,58 0-1 0,519

MN: microndcleos; DE: desviacion estandar; PA: perimetro abdominal; TG: Triglicéridos; HDL-c: colesterol HDL; P.Ar:

Presion arterial; GLU: Glucemia
aPrueba estadistica de U Mann — Whitney, valor p cuando se compara con el grupo de referencia, sin factores de riesgo.
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Examinamos la variacion en la frecuencia de los biomarcadores de dafio al ADN y
muerte celular con los SNPs rs1412444 del gen LIPA y rs623908 del gen BUD13
(Tabla 7 y 8). En los casos, el genotipo mutante TT del gen LIPA aumento
significativamente la frecuencia de micronucleos cuando se comparé con los otros
genotipos (tabla 7). También el efecto del polimorfismo rs623908 del gen BUD13,
fue observado en las frecuencias de los biomarcadores de muerte celular. El
efecto del polimorfismo rs623908 del gen BUD13, fue observado en las
frecuencias de los biomarcadores de muerte celular. La frecuencia media de las
células con cromatina condensada fue mas alta significativamente (p=0,047) en
los casos con el genotipo mutante GG comparado con los demas genotipos en
este grupo, variacion que también se observé en el grupo control sin embargo, la
frecuencia significativamente (p=0,033) mas alta la presentaron los individuos con

el genotipo homocigoto  silvestre, AA de BUD13 (tabla 8)
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Tabla 7. Variacion de la frecuencia de los biomarcadores del ensayo citdbmico de micronlcleos y la frecuencia de los

genotipos de LIPA en la poblacién de estudio.

Variables Controles (n = 109) Valor-p?  Casos (nh = 106) Valor-p?
CC (n=24) CT (n =55) TT (n=30) CC (n=24) CT (n=58) TT (n=24)

Micronucleos (%o) 0,21+0,509 0,19+0,479 0,33+1,028 0,578 0,13+0,338 0,25+0,474 0,75+1,391 0,006
Brotes nucleares (%0) 0,88+1,076 1,07+1,344 0,90+1,768 0,813 1,25+1,391 1,89+1,739 1,75+2,069 0,262
Binucleadas (%o) 5,75+ 3,429 5,67 + 4,47 530+4,610 0,818 550+3551 6,60+4,701 7,04+4,154 0,282
Picnoticas (%o) 6,21 + 3,890 7,63+4,048 7,80+4,452 0,161 7,08+4,934 6,58+6,347 8,88+4934 0,258
Cromatina 1,88 £ 2,692 3,19+6,34 290+8,589 0,422 3,13+3455 4,70+6,566 2,21+2,284 0,194
condensada (%o)

Cariorrecticas (%o) 1,79+1,641 2,13+3,059 1,77+2,144 0,678 429+7,166 3,37 +3,609 2,29+3,303 0,151
Carioliticas (%o) 163+2356 2,13+3,577 2,17+2574 0,396 321+3,575 2,75+2911 2,29+2476 0,225

Valores se presentan como media + Desviacion estandar.
2Valor de P ajustado por edad, género y actividad fisica
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Tabla 8. Variacion de la frecuencia de los biomarcadores del ensayo citdbmico de micronucleos y la frecuencia de los

genotipos de BUD13 en la poblacion de estudio.

Variables Controles (n = 108) Valor-p?  Casos (h = 105) Valor-p?
AA (n=33) AG (n =58) GG (n=17) AA (n=34) AG (n =53) GG (n=18)
Microntcleos (%) 0,15+0,442  0,26+0,807 0,290,588 0,407 0,26+ 0,567 0,42+0,989 0,22+0,428 0,308
Brotes nucleares (%) 0,700,918  1,10+1,575 1,12+1616 0,126 1,97 +1,547 1,66+1,786 1,39+2033 0,587
Binucleadas (%) 473+3851 624+4281 500£4,770 0,059 6,85+4,279 651+4,614 550+3618 0,354
Picnéticas (%o) 742+4309  757+4,061 653+4215 0,669 6,50 +3,422 7,00+4,482 894+10,746 0,440
g;’dmear:?;a %) 4,91+10,178 1,86+3818 2,00£2,622 0,033 379+539  3,09+3477 572+8560 0,047
Cariorrecticas (%o) 2,06+2703 1982659 1,65+1,869 0,854 3,09+5089 334+4,711 378+3388 0,973
Carioliticas (%o) 291+4179  164+2454 1,65+1,998 0,048 2,65+2729 257+2811 350+3839 0,278

Valores se presentan como media + Desviacion estandar.
2Valor de P ajustado por edad y género
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DISCUSION

Basados en los resultados de la presente investigacion, existe una relacion entre
el SNP del gen BUD13 con los biomarcadores de muerte celular y el SNP del gen
LIPA con los biomarcadores de dafio al ADN, asi como también una relacion del
SNP del gen LIPA con algunos componentes metabdlicos del SM. Este estudio
incluyé pacientes diagnosticados con SM de acuerdo a la FID y un grupo
individuos aparentemente sanos sin la patologia. A la actualidad y segun nuestro
conocimiento los polimorfismos de los genes LIPA y BUD13 aun no se han
analizado en la poblacion colombiana, por lo que los resultados representan el
primer estudio de estos genes en el SM en una poblacion del suroccidente

colombiano.

Los resultados del estudio mostraron que la frecuencia del 51% del alelo de riesgo
T del SNP rs1412444 del gen LIPA en los casos son los mismos valores de
frecuencia reportados por el Consorcio Genético de Enfermedades de las Arterias
Coronarias en una poblacién del sur de Asia diagnosticada con EAC (Consortium,
2011). Sin embargo, la frecuencia de este alelo de riesgo puede variar entre
diferentes poblaciones étnicas, variando desde 32% en poblaciones chinas y
alemanas (Wang et al., 2014; Wild et al., 2011), 32,7% en poblaciones de Taiwan
(Lin et al., 2016), 34% en Europeos (Consortium, 2011) y 49,1% en poblaciones
mexicanas (Vargas-Alarcéon et al., 2013). Respecto a las frecuencias del alelo de
riesgo G del SNP rs623908 del gen BUD13 solo el estudio de Lin et al., (2016) han
reportado una frecuencia del 28% en una poblacion con SM de Taiwan, contrario a

lo reportado en nuestra poblacion que fue del 42%. Los individuos con SM
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presentaron una baja frecuencia de los alelos de riesgo tanto del gen LIPA como
del gen BUD13 comparados con el grupo control, aunque sin diferencias

significativas.

A pesar de que el presente estudio no encontré ninguna asociacion de los dos
polimorfismo evaluados con el riesgo incrementado de SM, hay evidencia de la
relacion de estos polimorfismos con el SM, trastornos en el metabolismo del
lipidos y enfermedades cardiometabolicas (Lin et al., 2016; The Coronary Artery
Disease Genetics Consortium, 2011; Vargas et al., 2016; Wang et al., 2014).
Curiosamente, cuando se estratificaron los genotipos del SNP rs1412444 del gen
LIPA para observar su relacion con los pardmetros del SM se encontré que en los
individuos con SM, los valores del IMC y la presion arterial sistélica, eran
significativamente mayores en las personas con el genotipo CC silvestre del gen
LIPA, incluso cuando se ajusté por edad, género y nivel educativo. Hasta ahora,
nuestro estudio es el primero en encontrar este tipo de relacion entre el
polimorfismo del gen LIPA con las variables del SM. Sin embargo, no podemos
asumir que los valores mejorados de IMC y presion arterial sistolica en los
individuos con SM se deben a la presencia del alelo T de riesgo del gen LIPA,
pues al tratarse de un sindrome, son muchos los factores genéticos, ambientales o
del estilo de vida que pueden influenciar en dichos parametros. Incluso en las
mujeres del grupo control, donde se encontré que el alelo T del gen LIPA se
relaciona con menores valores del perimetro abdominal, este efecto puede
deberse no solo a la presencia del polimorfismo sino también a las diferencias que

existen en la distribucion de grasa corporal entre hombres y mujeres, que a su vez
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pueden estar moduladas por esteroides sexuales (Karastergiou, Smith,
Greenberg, & Fried, 2012).

Contrario a nuestros resultados, Lin et al., (2016), encontraron una relacion del
rs1412444 del gen LIPA con el riesgo de desarrollar SM, y hallaron una relacién
directa del alelo T de riesgo con los bajos niveles HDL y altos niveles de glucosa
en ayunas, en una poblacién de Taiwan. Sumado a estos hallazgos, Vargas-
Alarcon et al. (2013) reportaron que dos polimorfismos genéticos de LIPA, entre
ellos el rs1412444, estaba asociado con hipercolesterolemia y SM en poblaciones
mexicanas. Otros estudios a través de GWAS han reportado una asociacion del
mismo SNP con EAC (Consortium, 2011; Franchini, 2016; Pranavchand & Reddy,
2016) e infarto de miocardio (Wang et al., 2014). Al igual que los resultados del
estudio de Wild et al. (2011) que hallaron una fuerte asociacién de EAC con el
alelo de riesgo (T) de LIPA el cual afectaba el nivel de expresion del gen y estaba

relacionada directamente con la disfuncion endotelial, un precursor de la EAC.

Respecto al SNP del gen BUD13, también en este estudio observamos que dicho
polimorfismo, no estuvo asociado con el riesgo incrementado de desarrollar SM, ni
mucho menos cuando se analiz6 de manera individual con cada uno de los
componentes del SM. Estos resultados son el primer reporte para una poblacion
del suroccidente de Colombia y a pesar que no se encontré ningun tipo de relacion
del SNP del BUD13 con SM, se sabe que el gen BUD13 esta ubicado en una
region cromosomica donde se también se encuentran los genes para las
apoliproteinas APOA1l, APOC3, APOA4, and APOA5 que se expresan

predominantemente en el higado y el intestino y son cruciales para regular el
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metabolismo de las lipoproteinas y la homeostasis del colesterol (Pranavchand et
al., 2017). Asi lo demuestra el Unico estudio hasta ahora conducido por Lin et al.
(2016) en el que reportaron la asociacion positiva del SNP rs623908 del gen
BUD13 con altos niveles de triglicéridos, bajos niveles de HDL y ademas un
incrementando riesgo de SM en una poblacion de Taiwan. Otros estudios, como el
de Chan et al.,(2016), en un intento de comprender de manera integral la
naturaleza de las asociaciones de variantes genéticas cerca del algunos genes de
apolipoproteinas, incluyé un gran nimero de SNPs, entre ellos el rs623908 del
gen BUD13 encontrando a través de una interaccion genética, su relacion directa
con EAC en poblaciones de la India. En gran nimero de investigaciones que
revelan la relaciéon del gen BUD13 con enfermedades metabdlicas, se han
estudiado también otros polimorfismos en conjunto. También otro estudio
demostré que la interaccion génica del SNP rs623908 del gen BUD13 con un SNP
del gen ZPR1 estaban asociados positivamente con los niveles de colesterol LDL
y por lo tanto aumentaban el riesgo de desarrollar EAC (Pranavchand et al., 2017).
Sin embargo, el mecanismo de la asociacion con el metabolismo de lipidos aun no
se comprende muy bien. Por lo tanto, se sugiere seguir investigando el papel de
los polimorfismos en el gen BUD13 a manera de interaccion génica y su relacion

con otros genes asociados al metabolismo de lipidos.

En el presente estudio también se determino el nivel de dafio al ADN y de muerte
celular en el epitelio bucal de personas con SM y sin el sindrome. Fue evidente
una alta tasa de dafio al ADN y aumento de los biomarcadores de muerte celular

en individuos con SM en comparacion con el grupo control. La obesidad
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abdominal caracteristica principal del SM esta asociada a un incremento en el
estrés oxidativo y posteriormente al dafio al ADN (Karaman, Aydin, Gegkinli,
Cetinkaya, & Karaman, 2015). Otros estudios muestran que a medida que las
reservas de grasa visceral se expanden, los adipocitos generan niveles crecientes
de EROS que inducen una mayor expresion y secrecion de citocinas inflamatorias
(DeMarco, Johnson, Whaley-Connell, & Sowers, 2010). Estas EROs tienen la
capacidad de alterar proteinas e incluso causar la fragmentacion de moléculas de
ADN (Pinchuk, Shoval, Dotan, & Lichtenberg, 2012) y al mismo tiempo que
pueden alcanzar la circulacion periférica y llegar a afectar a otras células en otros
sitios. Todos estos eventos desencadenan en una mayor tasa de apoptosis 0
muerte celular, que fue evidente en personas con SM. Este estudio se suma a la
evidencia de la relacion del alto dafio al ADN y muerte celular con la obesidad
abdominal, metabolismo anormal de lipidos y glucosa y riesgo de enfermedades
futuras. Si bien el tejido del epitelio bucal puede no ser un tejido blanco en la ruta
directa del efecto negativo de los componentes del SM sobre el cuerpo humano,
este hallazgo es algo sorprendente, aun mas, si se sabe que las células bucales
tienen un recambio bastante rapido y se reemplazan después de 7 a 21 dias
(Thomas, Holland, Bolognesi, Kirsch-Volders, Bonassi et al., 2009) y no acumulan
dafio a diferencia de otro tipo de células. Se puede hipotetizar que esta dinamica
producida por los componentes del SM en conjunto o de manera individual sobre
el tejido epitelio bucal puede estar sucediendo en otros tejidos del cuerpo humano,

sin embargo se necesitan mas estudios para confirmar estos resultados.
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Cuando evaluamos la asociacion de los polimorfismos con los biomarcadores
encontramos una relacion de los micronucleos, un biomarcador de dafio al ADN,
en células del epitelio bucal con el polimorfismo del gen LIPA. Los individuos con
SM con el genotipo TT mutante del gen de LIPA presentaron significativamente la
mayor frecuencia de microndcleos, comparados con los otros genotipos. Se sabe
que los micronucleos son la formacion de fragmentos de cromosomas o
cromosomas rezagados que quedan durante la anafase de la division celular y
esto es producto de un alto grado de dafio a la molécula de ADN vy fallas en los
procesos de reparacion (Fenech, Kirsch-Volders, Natarajan, Surralles, Crott et al.,
2011). Como se mencioné anteriormente, el tejido del epitelio bucal puede estar
expuesto a la toxicidad producida por el SM a través de la circulacion periférica.
De acuerdo a los resultados encontrados por Wild et al., (2011) el alelo T de riesgo
del rs1412444 de LIPA puede aumentar la generacion de colesterol libre en la
intima arterial. Esto conlleva a la generacion de células espumosas sobrecargadas
de colesterol libre que a su vez liberan citoquinas inflamatorias, en particular la IL-
6 (Bhakdi, Lackner, Han, Torzewski, & Husmann, 2004) y como consecuencia
promover un proceso inflamatorio. Hipotetizamos que nuestros resultados se
pueden explicar principalmente a la generacion de un proceso inflamatorio
sistémico en estos individuos modulado en parte por el alelo de riesgo del SNP

rs1412444 del gen LIPA.

Cuando examinamos la poblacion en general, encontramos que a medida que
aumentaron la presencia del numero de componentes del SM, también

incrementaba la frecuencia de los micronudcleos y adicionalmente, los individuos
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con los valores mas altos de este biomarcador presentaron en su mayoria el alelo
de riego T del SNP rs1412444 del gen LIPA. Estos resultados confirman lo
reportado en un estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion por
Carvajal et al., 2017 donde mencionaron que los diferentes componentes del SM
pueden modular la inestabilidad gendmica, sin embargo proponemos que en parte
la genética de los individuos también influencian en la magnitud del dafio oxidativo
al ADN. A pesar de que aun no es claro si el dafio oxidativo al ADN promueve el
SM o si el dafio del ADN es el resultado de la toxicidad cronica causada por los
factores de riesgo del SM (Madamanchi, Zhou, Vendrov, Niu, & Runge, 2010), los
resultados del presente estudio, también pueden ayudan a aclarar en parte este
debate acerca de si el SM constituye por si mismo una patologia, o si el conjunto
de los factores de riesgos que lo definen provee un valor de prediccién clinico mas

alto que cada uno por separado.

A pesar de que el SNP rs623908 del gen BUD13 esta clasificado como una
variante en una region intronica, dicha variante puede presentar distintas
funciones que van desde alteracion del proceso de splicing alternativo de algunos
genes hasta potenciar su expresion genética. Nuestro estudio es el primero en
encontrar una relacion del polimorfismo genético rs623908 del gen BUD13 con
biomarcadores de muerte celular, en células exfoliadas del epitelio bucal.
Encontramos que los pacientes diagnosticados con SM y portadores del genotipo
mutante GG para el gen BUD13 presentaron significativamente mayores
frecuencias de biomarcadores de muerte celular, en especial células con

cromatina condensada. En este tipo de células existe una eventual desintegracion
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del material genético o perdida de la informacién genética lo que posiblemente
indiquen etapas tempranas de la apoptosis (Thomas et al., 2009). Poco se sabe
del papel de BUD13 en humanos, sin embargo, el estudio de Fernandez et al.,
(2018) quisieron determinar el papel del gen BUD13 en vertebrados, encontrando
gue mutaciones en este gen, pueden aumentar la expresion de un conjunto de
genes como p53, casp8 y puma que estan implicados con los procesos de muerte
celular o apoptosis. Ademas, se ha mencionado que este gen regulador se puede
expresar en distintos tipos de células, incluidas las células epiteliales y adipocitos,
y que su naturaleza pleotrépica podria explicar muchas de las relaciones
encontradas (Aung, Yin, Wu, Wang, Liu, & Pan, 2014). Sin embargo, aun no se
sabe con exactitud el papel del gen BUD13 con los biomarcadores de muerte
celular por eso el supuesto efecto pleiotrépico de este gen en estos biomarcadores
y en general en el SM debe validarse a través de experimentos funcionales in

vitro.

Hay ciertas limitaciones pero también fortalezas en nuestro estudio. En primer
lugar, el tamafio de la poblacion fue relativamente pequefio en comparacion con
estudios de otras poblaciones y es posible que esto haya limitado la capacidad de
detectar la asociacion directa de los polimorfismos genéticos con el SM. En
segundo lugar, la etiologia del SM puede ser causada no solo por los factores de
riesgo metabdlicos y antecedentes genéticos, sino también por el estado
nutricional y algunos factores ambientales. Por lo tanto, estas caracteristicas
podrian ser factores que pueden influir sobre los resultados de nuestro estudio.

Por otro lado, una fortaleza de nuestro estudio fue que solo se restringio a hacer
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analisis de los biomarcadores en una poblacion laboralmente activa de la zona
urbana del municipio de Popayan y no en otra poblacion, controlando variables
como género y etnia. Ademas, el uso en conjunto de biomarcadores de efecto y de
susceptibilidad genética, que brindaron la oportunidad para plantear nuevas
estrategias de estudio como la identificacion de interacciones entre genes y de
genes con el ambiente, para aumentar el conocimiento acerca de los posibles

mecanismos moleculares subyacentes a la etiologia del SM
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CONCLUSIONES

Llevamos a cabo un estudio para esclarecer la relacion de dos polimorfismos
genéticos asociados al SM y biomarcadores de dafio al ADN y de muerte celular
con los factores de riesgo del SM.

Se identificé por primera vez en una poblacién del suroccidente colombiano la
frecuencia de dos polimorfismos en individuos con SM y sin el sindrome, sin
embargo, estas variantes genéticas no estuvieron asociadas directamente con el
riesgo de SM.

El estudio no encontré ninguna relacibn de los alelos de riesgo de los
polimorfismos genéticos que modularan significativamente los valores de los
parametros del SM. Contrariamente, los resultados mostraron una disminucién del
IMC y la presioén arterial sistélica en individuos con el genotipo mutante del gen
LIPA, sin embargo atribuimos este efecto a otros factores ambientales,
metabolicos y del estilo de vida y no a los polimorfismos genéticos.

Se encontré que el polimorfismo genético rs1412444 del gen LIPA se relacioné
con la frecuencia de los micronudcleos y el polimorfismo genético rs623908 del gen
BUD13 con las células que indican apoptosis, en personas con SM. Por lo tanto,
existe una relacion positiva entre los SNPs de los polimorfismos evaluados con el
aumento en el nivel del dafio al ADN y los procesos de muerte celular.

Finalmente, estos hallazgos en conjunto contribuiran a aclarar en parte los efectos
de los mecanismos moleculares subyacentes al SM, relacionados con el
metabolismo de lipidos en personas con riesgo de SM. Sin embargo, se

recomienda que los préximos estudios incluyan este tipo de biomarcadores para
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replicar estos resultados e inclusive se tengan en cuenta otros factores que

probablemente brindaran mas informacién sobre la fisiopatologia del SM.
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RECOMENDACIONES

Recomendamos que nuestros resultados sean validados en una poblacion de
mayor tamafio para comprobar si los hallazgos se replican en varios grupos

étnicos a nivel regional e internacional.

Realizar futuros experimentos en uno de los genes analizados mediante
secuenciaciones para identificar potencialmente otras variaciones que puedan
correlacionar el SNP rs623908 del gen BUD13 y poder determinar una funcién

mas clara en la etiologia del SM.

Debido a la limitacion en la identificacién y caracterizacién de las interacciones
gen a gen, proponemos en futuros estudios, examinar este tipo relaciones a traves
de meétodos estadisticos robustos, tal como el Método de Reduccion de
Dimensionalidad Multifactorial (MDR), como herramienta bioinformética que
permita identificar grupos de genes relacionados con una ruta biolégica coherente

con la etiologia del SM.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADD

Titulo dal proyecto: Estudio de biomarcadores de susceplibilidad genatica, dafio al ADN y muerte
calular, como herramienta de evaluacian temprana de riesgo en la prevencidn y manejo de paciantes
con Sindrome Metabdlico.

Director del proyecio: Nohelia Cajas Salazar
Investigador principal: Nohelia Cajas Salazar
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

El Sindrome Metabdlico es considerado una patologia cronica gque abarca diferentes factores de
riesgo cardiovascular que incluyen dislipidemia, hipertensidén arterial, hiperglicemia y obesidad
abdominal. 58 ha constituide actualmente en un problema de salud a nivel mundial debido a su
prevalencia y 8 su riesgo a desammollar enfermedades de gran impacto en la calidad y expeciativa de
vida de la poblacion humana que incluyen enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo
II. Actualmente an &l departamenio del Cauca se desconoce la prevalencia de la enfarmedad y los
determinantes mas prevalentes asociados al Sindrome metabdlico, a pesar de ser uno de los
dapartamentos con altos indices (21,7%) da sobrepeso y obesidad. Existe una necesidad de realizar
estudios a nivel molecular para identificar biomarcadores tempranos que permitan la identificacian
de individuos susceplibles y al iempo incluirlos como candidatos para el tratamiento de individuos
con sindrome metabdlico, teniendo ean cuenta las paricularidades étnicas, ambientales, genélicas,
geénero, rangos de edad, enfre ofras, propias de Colombia. Con el fin de contribuir al conocimiento
da los mecanismos que subyacen el desarrolio del sindrome metabdlico y reportar el comportamiento
dae los crilerios diagndstico dal mismo en las distintas poblaciones humanas, el objelive de este
estudio serd establecer la asociacion entre los polimorfismos genaticos IL-G6, HMOX-1 v PPARy, los
indicadores de dafio al ADN, muerte celular, concentraciones de FABPS y los factores de riesgo en
paciantas con Sindrome Metabdlico. Por lo tanto, la poblacion de estudio seran un grupo de personas
gue sean diagnosticadas con Sindrome Metabdlico y un grupo de personas sin la enfermedad.

METODOLOGIA:

Se seleccionaran 220 personas, gue incluirdn 110 pacientes con sindrome metabdlico y 110
parsonas saludables de la misma region. Las personas seleccionadas y que voluntariamenia quisran
participar deberan responder un cuestionaro de 10 a 20 minutos para suministrar informacidn
parsonal referente a la edad, estado de salud y estilo de vida. Posteriormenta, cada participanta
donara una muestra de sangre oblenida del brazo mediante venopuncion (5 ml para extraccion de
ADM y & ml para &l perfil lipidico y glucosa). Consecutivamente, una persona capacitada tomara
algunas medidas corporales (peso, falla, perimetro abdominal) y presion arterial. Las muestras de
sangre obtenidas para la extraccién de ADMN seran procesadas en el laboratorio de Toxicologia
Ganética y Citoganélica de la Universidad del Cauca, a un producto final de 0,5ml de una solucidn
da buffer TE + ADMN. Se usaran aproximadamente 30pl de ADMN para la determinacion de
polimorfismos genaficos. La solucidn buffer TE+ADMN restante sera almacenados en &l grupo de
invastigacion y seran utilizados solo con fines de investigaciones en proyectos fuluros.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO:

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: Aportara informacion sobre la identificacion de los factores de
riesgo cardiovascular y biomarcadores de susceptibilidad genélica, bioguimicos y cilogenélicos
presentes en individuos con Sindrome Metabdlico en una poblacian del suroccidents colombiano.

RIESGOS AS0OCIADOS CON EL ESTUDIO:
RIESGO DE PARTICIPACION. Los riesgos potenciales de parficipacion en el estudio son sangrado
o formacién de un hemaltoma en el sitio de la toma de la muesira de sangre. Riesgos que seran



controlados por un profesional experio en |la toma de muestras bioldgicas a través del uso de técnicas
madicamente aceptadas y de implamenios estériles nuevos. Para garantizar la confiabilidad de la
informacidn suministrada, los resultados de las prusbas geneficas, bioguimicas y citogenaticas seran
codificadas y se dardn a conocer en forma grupal mas no individual a fravés de charlas con el
propdsilo de genearar conciencia en la poblacidn acerca de los resgos de salud causados por el
sobrapeso v la obesidad.

Investigador encargado de la custodia de resullados: Mohelia Cajas Salazar co: 25.280.730 Docenta
fitular, Deparlamenio de Biologia Tel. B2089800 axt 2643

RESPONSABILIDAD DE LOS PARTICIPANTES EN LAS PRUEBAS U OBSERVACIONES Y
REGISTROS

COMPEMNSACION

Los participantes entienden que no recibiran ninguna refribucién econdmica por la participacian
voluntaria en el estudio. Los datos oblenidos seran confidenciales y los resultados de los examenes
clinicos seran dados a conocer a los parlicipantes para que inicien un proceso de control con sus
respaciivas entidades proveadoras de salud.

VYOLUNTARIEDAD

Usted a&ta siendo invitado a participar en este astudio de investigacion. Antes de decidir si participa
o no, debe conocer ¥y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce
como consentimiento informado. Siéntase con absoluta liberiad para preguntar sobre cualquier
aspacto gue le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una waz qua haya comprendido el estudio y &i usted desea parficipar, entonces se le pedirad que
firme asta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada vy fechada.

+ Mo habra ninguna consecuancia desfavorable usted, en caso de no aceplar la invitacidn.

La participacion &s libre y voluntaria; si decide participar an al estudio, puede retirarse en &l momento
gue lo desas, -aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, informando las razones de
5u decision, la cual sera respetada en 5u integridad.

+ En al transcurso del estudio usted podra solicitar informacion aclualizada sobre el mismo, al
investigador responsable.

+ 5i considera gque no hay dudas ni preguntas acerca de su parficipacidn, puede, si asi lo desea,
firmar la Carta de Consentimianto Informado que 5e anexa a este documeanta.

La informacian obtenida solamente sera ulilizada para la investigacién mencionada en el presenta
documento y ante cualguier inguietud favor comunicarse con: Mohslia Cajas Salazar CC 25.280.730
docante de la Universidad del Cauca, en el Laboratoric de Toxicologia Genética y Citogenética en la
cammara 2° Mo. 1A — 25 Barrio Caldas, Popayan, en los teléfonos B203800 Ext. 2643,
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Anexo 2. Modelo de encuesta

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
GRUPO DE INVESTIGACION EN TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA

Proyecto: Estudio de biomarcadores de susceptibilidad genética, dafo al ADN y muerte celular, como herramienta de evaluacion temprana
de riesgo en la prevencion y manejo de pacientes con Sindrome Metabélico.

Codigo

Fecha: dd/mm/aaaa[ ][ ][ ]

SECCION A. INFORMACION PERSONAL

A1. NOMBRE:

A2. DOCUMENTO DE IDENTIDAD

A3. DIRECCION:

A4.TELEFONO CELULAR:

A5.FECHA DE NACIMIENTO: dd/mm/aaaa___ ][ ][ ]
A6.EDAD:[ ]
AT7. GENERO:

1. Masculino []
A8.ETNIA:

1. Afrodescendiente [

2. Femenino []

2. Indigena [
3. Blanco [J
4. Mulato []
5. Mestizo [

A10. ESTADO CIVIL ACTUAL (INDISTINTAMENTE DEL
ESTADO LEGAL):

1. Soltero (a) [J
2. Casado (a) [
3. Separado (a) []
4. Viudo (a) O

A11. EN CUANTO ESTIMARIA USTED SUS INGRESOS
MENSUALES?

1. <1SMLV [J

2.1-3 SMLV [

3.>3SMLV D

A12. LUGAR DE PROCEDENCIA:

1. Urbano [J 2. Rural [
Barrio:

SECCION B. EDUCACION, OFICIO Y EXPOSICION
B1. CUAL ES SU NIVEL EDUCATIVO?

1. Ninguno | 4. Técnico |
2. Primaria | 5. Universitario

3. Secundaria ] 6. Postgrado |

B3 EXPOSICION.

B3.1 Compuestos de su conocimiento a los que usted este expuesto:

Quimicos o Hidrocarburos o
B3.1.1 Usa Elementos de Proteccién Personal (diario):
Casi siempre (1-2 veces) O

B3.1.2 Afios en los cuales ha desempefiado el trabajo:

Siemprec (todo el tiempo)

Fibras o

B2. SU OCUPACION ACTUAL ES

Otro o ¢Cual?

Nunca o

B3.1.3 Horas de permanencia en el trabajo:

SECCION C. ESTILO DE VIDA

C1. CONSUMO DE ALCOHOL

1. Nunca[__]

2.  Exbebedor (5 afios atrés) [__]
3. Bebedor Ocasional [__]

4.  Bebedor habitual_[ ]

D2. ACTIVIDAD FiSICA

D2.1 ; Su trabajo le exige realizar un tipo de actividad fisica intensa 0 moderada*?
D2.1.1 ; Su trabajo le exige realizar un tipo de actividad fisica intensa? No o Sio
D2.1.2 ;Su trabajo le exige realizar un tipo de actividad fisica Moderada*? Noo ~ Sio

C1.1 Cantidad y Marca comercial

Cerveza: [ 11 1
Aguardiente: [ 110 ]
Ron: [ 110 1
Tequila: [
Whisky: [
Vino Tinto: | 11 1

Vino Blanco: [ 110 1

Vino Rojo: [ 11 ]

Otro: [ 11 |

Litro: 750ml; Media: 375ml: Copa pequena: 5ml; Cerveza: 330ml

Noo Sio
Cuantas horas al dia: _:

Cuantas horas al dia: __:

Dias ala semana: __:__
Dias ala semana: __:__
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*Actividad fisica intensa: Cargar cosas pesadas de un lugar a otro, al menos 10 minutos consecutivos; *Actividad fisica Moderada: Cargar cosas livianas de un lugar a otro, al menos 10 minutos
consecutivos

D2.2 Para desplazarse a su lugar de trabajo, supermercado, ir de compras u otro, usted lo hace generalmente en:

Bicicleta (al menos 10min consecutivos) O Caminar (al menos 10min consecutivos) O

En una semana tipica cuantos dias: ___ En un dia tipico cuantas horas:minutos _ :_

D2.3 Practica algun tipo de actividad fisica en sus ratos libres:

No o Sio En una semana tipica cuantos dias: ___ En un dia tipico cuantas horas:minutos __:__
D2.4 En un dia tipico cuantas horas permanece sentado (incluyendo las horas en el trabajo y cuando llega a casa): NUmerode horas _____

D3 HORAS DE SUENO (Ultimos 7 dias)

D3.1 Cuantas horas duerme los dias de semana (Domingo, lunes, martes, miércoles, jueves): ___
D3.2 Cuantas horas duerme los dias de semana (viernes y sabado):

D3.3 El suefio es: Constante o Intermitentec

SECCION E. VALORACION ANTROPOMETRICA Y CLINICA
E1. MEDIDA DEL INDICE DE MASA CORPORAL: PESO: kg  TALLA: cm  IMC:
E2. MEDIDA DEL PERIMETRO ABDOMINAL: cm E4. VALOR PRESION ARTERIAL / mmHg

SECCION F. DATOS PARACLINICOS
F1. VALOR DE GLICEMIA. mg/dl F2. VALOR TRIGLICERIDOS: mg/dl
F3. VALOR HDL: mg/dl F4. VALOR COLESTEROL TOTAL: mg/dl

SECCION G. ANTECEDENTES PERSONALES Y FAMILIARES

G1. ANTECEDENTES PERSONALES
Ha sido diagnosticado con algin tipo enfermedad Noo  Sio ¢Cual?:
G2. ANTECEDENTES FAMILIARES

Si No
Enfermedad Si No Enfermedad

Infarto Agudo de Miocardio Diabetes Mellitus tipo 1

Dislipidemia Diabetes Mellitus tipo 2

Hipertensién arterial Diabetes Gestacional

Obesidad

G3. ACTUALMENTE TOMA MEDICAMENTOS:
No o Sio Nombre del medicamento: Hace cuanto: (meses)

SECCION H. HABITOS DIETARIOS

ALIMENTO NUNCA | DIARIO | 1-2VECES/SEM | 1-2VECES/MES | 1-6 VECES/ANO Porcion

Proteinas

Pescado

Cereales

Carbohidratos

Verduras y vegetales

Frutas

Grasas

BEBIDAS Con Aziicar o Sin Azticar

Jugos

Té

Gaseosas

Otras bebidas

Porcidn: Plato entero, Medio plato, % del plato; Vaso= 200ml

H2. Temperatura (aprox.) a la que consume sus alimentos: Muy Calientes o Tibios o
H3. ; Cuantas comidas consume al dia? Se “salta” comidas Noo  Sic ¢ Cuéles?

Encuestador (a):
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