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RESUMEN

ABCA1 desempefia un papel en la etapa inicial de la eliminacion
de colesterol del cuerpo. El polimorfismo R230C del gen ABCA1l
ha sido asociado con niveles bajos de HDL, obesidad, diabetes
tipo 2 y sindrome metabdlico; esta variante es aparentemente
exclusiva de poblaciones amerindias o que descienden de ellas.
Por otro lado, también se han reportado SNPs en el gen ABCA1l
que parecen constituir alelos protectores, entre estos el
polimorfismo R219K ha sido asociado con disminucion de
triglicéridos, incremento de HDL, disminucién en la progresién de
aterosclerosis y reduccién en el riesgo de eventos coronarios. El
objetivo de este trabajo fue conocer la presencia y frecuencia del
polimorfismo R230C en la poblacién amerindia ecuatoriana y
buscar alguna asociacién con los parametros bioquimicos y
antropométricos. Para ello se analizaron 103 sujetos de la
poblacién indigena Saraguro del Ecuador, encontrandose una
frecuencia del 29.1% de dicha variante, y una asociaciéon con
concentraciones bajas de HDL, ademdés, también se identificé el
polimorfismo R219K con una frecuencia del 70.9%, por lo que se
consideré importante su inclusion en el presente estudio, este
SNP estuvo asociado a un ligero incremento en los niveles de
HDL.

Palabras clave: ABCA1, SNP, Polimorfismo, R230C, R219K.
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ABSTRACT

ABCA1 plays a role in the initial stage of removing
cholesterol from the body via cholesterol efflux. R230C
polymorphism of ABCALl gene has been significantly
associated with low HDL-C levels, obesity, type 2 diabetes
and metabolic syndrome; this variant is apparently exclusive
to Amerindian and Amerindian-derived populations.
Moreover, other studies have shown some single nucleotide
polymorphisms of the ABCALl gene that appear to be
protective alleles, specifically, the R219K polymorphism
has been shown to be associated with decreased TG levels, a
slightly higher HDL concentration and a decreased severity
of CHD. The aim of this project was to know the presence
and frequency of the R230C polymorphism in the
Ecuadorian Amerindian population and to search any
association with the biochemical and anthropometric
parameters. For this, we determined the presence of this
genetic variant in a group of 103 subjects of Saraguro
population from Ecuador. We found R230C variant in our
population with a frequency of 29.1% and this was
associated with a decreased HDL concentration, moreover,
we also observed R219K variant with a frequency of 70.9%,
for this, we considered important its inclusion in this work,
this SNP was associated with a slight increase of these
particles.

Keywords: ABCAL, SNP, Polymorphism, R230C, R219K
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OBJETIVOS:

General:

- ldentificar la presencia y estimar la frecuencia de la
variante R230C en el gen ABCAL en la poblacion
indigena Saraguro del Ecuador.

Especificos:

- Amplificar y secuenciar el exon 7 del gen ABCAl
para identificar R230C.

- Contrastar los resultados de frecuencia de la variante
R230C del gen ABCA1 con los reportados en la
literatura.

- Buscar posibles asociaciones entre la variante y los
distintos rasgos antropométricos Yy/o bioquimicos
como el indice de masa corporal, el diametro de
cintura o los niveles de glucosa en ayuno.
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1. INTRODUCCION

Durante los dltimos afios, la humanidad ha experimentado
cambios drasticos en su entorno, su comportamiento y su estilo
de vida. Estos cambios han derivado en un alarmante incremento
global de la incidencia de enfermedades comunes como:
dislipidemias, sindrome metabdlico, diabetes y obesidad. El alivio
del trabajo manual por la mecanizacion, el aumento de consumo
de calorias y las mejoras del transporte son algunos de los
factores que han contribuido a la aparicion de estas amenazas a
nivel mundial; los malos hébitos como el aumento del consumo
de alimentos y bebidas con un alto contenido en grasas y
azucares y el descenso de la actividad fisica han pasado a
formar parte de la vida cotidiana, por estos motivos estas
enfermedades estan cobrando cada vez mayor importancia,
convirtiéndose en un tema urgente a conocer, prevenir y tratar
(Alegria et al. 2008).

Diversas investigaciones sustentan que estas afecciones tienen
un fondo genético condicionado por la alteracion de un conjunto
de genes, asi como por la participacién de factores ambientales.
La identificacién de los genes y las variantes en la secuencia que
condicionan la susceptibilidad a estas enfermedades son
indispensables para entender el proceso fisiopatoldgico
subyacente (Tusié 2007).

El uso de distintas herramientas genéticas entre las que estan el
analisis de ligamiento genético, la asociacion gendmica, los
perfiles de expresion diferencial y los modelos animales con
desactivacion selectiva de genes (animales knockout) han
contribuido a la identificacion de algunos genes que estan
relacionados con el desarrollo de estas afecciones (Tusié 2008).

La busqueda de genes candidatos ha logrado identificar diversas
regiones génicas de susceptibilidad a dislipidemias, diabetes,
obesidad y sindrome metabdlico, entre estos se encuentra el gen
ABCAl que codifica para una proteina, cuya funcién es el
transporte inverso de colesterol, la variante R230C del gen
ABCA1 ha sido asociada a niveles bajos de HDL, diabetes
mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y obesidad. Estudios del
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polimorfismo R230C en poblaciones indigenas mexicanas
sugieren cierta exclusividad a individuos con componente
amerindio (Villarreal 2007).

Debido a la escasa informacion sobre el componente genético
local y al incremento de estas enfermedades, resulta de
trascendental importancia determinar si nuestra poblacion
presenta el polimorfismo R230C del gen ABCA1, ya que su
identificacion podria orientar a la prevencion y tratamiento de un
modo especifico y de esta manera traducir el descubrimiento de
genes en beneficios clinicos.

1.1. FAMILIA DE PROTEINAS ABC

Los transportadores ABC representan una de las familias mas
grandes identificadas hasta la fecha; son proteinas de membrana
que hidrolizan ATP para el movimiento de una variedad de
moléculas a través de la membrana plasmética (Fitzgerald et al.
2001), asi como de membranas intracelulares (reticulo
endoplasmatico, peroxisoma y mitocondria) (Dean et al. 2001).

Existen 48 genes ABC humanos conocidos, dentro de estos la
subfamilia ABCA esta compuesta de 12 transportadores divididos
en dos subgrupos (Figura N° 1). El primer grupo (ABCAL1 - A4,
A7, Al2, A13) incluye siete genes en seis cromosomas
diferentes, mientras que, el segundo grupo (ABCA5 - A6, A8-
A10) incluye cinco genes organizados sobre el cromosoma
17qg24. La expresion de los genes ABCA en el cromosoma 17 es
limitado, de esta manera, ABCA5 y ABCA10 se expresan en
musculo esquelético, ABCA9 en el corazén, ABCAS8 en el ovario
y ABCAG6 en el higado (Dean et al.2001; Oram y Heinecke 2006).

Mutaciones en genes ABC causan una variedad de
enfermedades, incluyendo fibrosis cistica, degeneracién macular
de Startgardt y alteraciéon en el metabolismo de lipidos y
lipoproteinas (Oram y Heinecke 2006).

15
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Figura N° 1. Distribucién de genes ABCA en el genoma. (Dean et al. 2001)
1.2. ABCAl1

Este gen se localiza en el locus 9931, tiene 147.153 pares de
bases y 50 exones, codifica para una proteina transmembranal,
de 2.261 aminoacidos, que regula el flujo de lipidos de las células
periféricas a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Silva et al.
2009; Villarreal 2007), esta proteina de membrana dependiente
de ATP funciona como un transportador o bomba de colesterol
tanto en la membrana citoplasmica como en membranas
intracelulares (Tusié2008; Cenarro et al. 2004; Cenarro et al.
2003). El gen ABCAL ha sido relacionado recientemente con
niveles bajos de HDL, diabetes mellitus tipo 2, obesidad y
sindrome metabdlico (Villarreal 2007).

Su papel esta muy bien documentado en el transporte inverso del
colesterol; su funcion como gen de susceptibilidad para DT2 se
revelé mediante la generacion de un modelo animal (ratén) con la
desactivacion selectiva de ABCA1 en la célula B pancreatica. En
estos animales, al eliminar el gen se observdo un depdsito
anormal de lipidos en la célula B, lo cual pone en riesgo su
capacidad secretoria de insulina (Tusié 2007).

1.3. ESTRUCTURA DE ABCA1l

ABCAL1 comprende dos mitades de estructura similar (Figura N°
2). Cada mitad tiene un dominio transmembrana que contiene
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seis hélices y un dominio de unién a nucleétidos (NBD) (Bungert
et al. 2001) que contienen dos regiones peptidicas Walker A y
Walker B conservadas en muchas proteinas que utilizan ATP,
ademas una region Walker C presente Unicamente en los
transportadores ABC. Se predice que ABCA1 tiene un NH2
terminal orientado hacia el citosol y dos asas extracelulares
grandes que son altamente glicosiladas unidas por uno o mas
residuos de cisteina (Dean et al. 2001).

Citoplasma

_—

ek 8

- veC

Figura N° 2. Estructura de la proteina ABCAL. (Bungert et al. 2001)

1.4. FUNCION DE LA PROTEINA ABCA1

ABCA1 media el transporte de colesterol, fosfolipidos y otras
moléculas lipofilicas a través de la membrana celular, donde
estos son removidos de las células por las lipoproteinas de alta
densidad HDL. Su homologia con otros transportadores ABC
sugieren que ABCA1l forman un canal en la membrana que
promueve la salida de lipidos del interior al exterior de la
membrana por un proceso dependiente de ATP (Oram vy
Heinecke 2006).

Aunque la funcién mas conocida de ABCAL se relaciona con la
formacién de particulas HDL vy el flujo de colesterol, esta proteina
es ampliamente expresada en muchos tejidos animales (lumen
intestinal, vesicula biliar, célula B pancreatica y tejido adiposo),
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donde puede tener mdltiples y diversas funciones (Silva et al.
2009; Villarreal et al 2007).

1.4.1. Modelo del transporte de lipidos
A pesar de algunos desacuerdos sobre los mecanismos
involucrados, se sugiere que dos asas transmembrana simétricas
forman un canal que permite que el colesterol y fosfolipidos
puedan salir, esto involucra una serie de cambios
conformacionales en la proteina ABC que es probablemente
manejada por los dominios NBD.

Segun este modelo el exceso de colesterol celular junto a
fosfolipidos se acumulan dentro de dominios en la parte citosélica
de la membrana plasmatica o de membranas de vesiculas
intracelulares, este colesterol no es accesible para las
apolipoproteinas y por lo tanto deben ser translocadas a la
superficie celular (Oram 2003; Oram y Heinecke 2006).

Este modelo predice que el canal transmembrana de ABCA1 esta
inicialmente abierto en su parte interna. Los lipidos en la parte
interna de la membrana son transportados en el canal por un
proceso que es facilitado por sitios de unién a fosfolipidos de alta
afinidad. Este reconocimiento de fosfolipidos induce unién de
ATP a los NBDs, lo cual promueve su dimerizacion y asi cierra el
canal (Figura N°3, paso A). Las interacciones de la cabeza polar
de fosfolipidos con aminoacidos cargados en el canal voltean los
lipidos atrapados hacia la parte externa. La hidrdlisis de ATP por
los NBDs forma un intermediario unido a ADP que cambia la
conformacion de los dominios transmembrana, abriendo el canal
hacia la cara externa (Figura N° 3, paso B). A causa de una
disminucién de la afinidad a fosfolipidos, los dominios lipidicos
son expulsados del canal sobre la superficie celular, quedando
disponibles para ser removido por las apolipoproteinas de
particulas nacientes de HDL (Figura N° 3, paso C). La estructura
del canal de ABCAL1 revierte a su conformacion inicial después
de que el ADP se disocia del NBD (Figura 3, paso D).

Para la eliminacion de lipidos primero las apolipoproteinas se

unen a ABCAL y luego solubilizan los lipidos transportados desde
el interior al exterior de la célula por la proteina ABCA1. Aunque
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este es un posible modelo es necesario mas evidencias para
confirmar su aplicaciéon (Oram y Heinecke 2006).
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Figura N° 3. Modelo de la actividad de ABCAL en la translocacion de lipidos.
(modificado de Oram y Heinecke 2006).

1.5. REGULACION DE LA EXPRESION DE ABCA1

La expresion celular de ABCAL es altamente regulada. En los
macréfagos la expresién de las proteinas ABCAL incrementa
notablemente en presencia de sobrecarga de colesterol, con la
finalidad de eliminar su exceso de las células. (Wang et al. 2003).
La regulacién de este gen estd mediada por activadores PPARa
y PPARYy, ademéds intervienen también los receptores nucleares
hepaticos (LXR) y el receptor retinoide X (RXR), los cuales
forman heterodimeros que son activados por oxiesteroles y &cido
retinoico respectivamente; la unién de uno o ambos ligandos
puede activar la transcripcion de ABCA1 (Wang et al. 2004). LXR
forma heterodimeros con RXR para activar el promotor ABCAL.
Los LXR actian como sensores de los niveles de colesterol ya
que responden a elevadas concentraciones de esteroles vy, por
consiguiente, transactivan un conjunto de genes que modulan el
transporte, catabolismo y eliminacién del colesterol (Uehara et al.
2002).
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Una familia de factores de transcripcién llamados proteinas de
unién al elemento de respuesta a esteroles (SREBPSs), regulan
genes involucrados en la sintesis de esteroles y acidos grasos.
Los esteroles al ser ligandos de LXR activan la transcripcién de
ABCAL1 y los acidos grasos pueden antagonizar estos ligandos,
ya que en estudios realizados se encontré que el tratamiento de
células con acidos grasos increment6 la degradacion de ABCA1,
suprimiéndose la eliminacion de colesterol mediado por ABCA1
(Wang y Oram 2001).
1.6. POLIMORFISMOS EN EL GEN ABCA1

Estudios en poblacion mexicana reportaron el polimorfismo
R230C del gen ABCALl asociado a un mayor riesgo para el
sindrome metabdlico y algunos de sus componentes (obesidad,
colesterol -HDL bajo y diabetes). Este polimorfismo fue descrito
por primera vez en un individuo Oji-Cree, considerandose una
mutacién que causé hipoa-lipoproteinemia familiar (Wang et al.
2000). Cabe recalcar que la variante no ha sido encontrada en
otras poblaciones estudiadas como: africana, europea, china y
sudasiética, lo cual sugiere mayor tendencia a presentar el
polimorfismo en algunos grupos étnicos (Canizales 2007;
Villarreal et al 2007; L6pez y Rodriguez 2008).

R230C corresponde a un cambio de una citosina por una timina
que origina un cambio de una arginina (R) por una cisteina (C) en
la posicién 230 de la proteina ABCA1 (Villarreal 2007).

Los mecanismos por los que la variante R230C del transportador
ABCA1l se asocia con el sindrome metabdlico y la diabetes
probablemente estan en relacién con los efectos deletéreos
resultantes de la acumulacion de colesterol en el interior de las
células (Figura N° 4), ya que esta acumulacion de colesterol en
las células B disminuye la secrecion de insulina, confiriéndose
riesgo para desarrollar la enfermedad (Aguilar et al. 2007).

Por otro lado, también se han reportado SNPs en el gen ABCA1l
que parecen constituir alelos protectores, entre estos el
polimorfismo R219K ha sido asociado con disminucion de
triglicéridos, incremento de HDL, disminucion en la progresion de
aterosclerosis y reduccién en el riesgo de eventos coronarios,
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efectos compatibles con un aumento en la funcién de ABCA1l
(Brooks et al.1999; Marcil et al. 1999; Clee et al. 2000; Cenarro et
al. 2003).

Este polimorfismo corresponde al cambio de una guanina (G) por
una adenina (A) que origina un cambio de una arginina (R) por
una lisina (K) en la posicién 219 de la proteina (Villarreal 2007).

1.7.TRASTORNOS METABOLICOS RELACIONADOS CON
EL POLIMORFISMO R230C EN EL GEN ABCA1

Se sabe que los niveles plasméticos de HDL-C son un rasgo
complejo, que resulta de la interaccion de numerosos factores
ambientales y variantes alélicas de muchos genes. Entre los
polimorfismos de genes asociados a la variacion en la
concentracion de HDL se encuentra la variante R230C del gen
ABCAl, ya que la presencia de esta variante en forma
heterocigota u homocigota ha sido asociada de una manera
significativa con niveles bajos de HDL en poblacién mexicana
(Villarreal 2008).

El papel de ABCAL en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2,
ha sido analizado a partir de estudios en ratén con inactivacion
de este gen en las células pancreaticas, mostrandose
acumulacion de colesterol en éstas, lo cual pone en riesgo su
capacidad secretoria de insulina (Villarreal et al 2008). La
variante R230C del transportador ABCA1 ha sido asociado con
diabetes mellitus tipo 2 en poblacién mexicana, este polimorfismo
podria estar disminuyendo la funcion de la proteina y de esta
manera, la acumulacién de colesterol en los islotes pancreaticos
disminuye la secrecién de insulina, confiriéndose riesgo para
desarrollar la enfermedad (Aguilar et al. 2007; Canizales 2007).

También se ha propuesto que ABCAL es un gen candidato para
el sindrome metabdlico, en el que el polimorfismo R230C se
asocia a resistencia a la insulina ademas de su relacién con los
niveles séricos de HDL-C y riesgo cardiovascular (Villarreal
2007). El sindrome metabdlico no se trata de una simple
enfermedad, sino de un grupo de problemas de salud causados
por la combinacion de factores genéticos y factores asociados al
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estilo de vida, especialmente la sobrealimentacion y la ausencia
de actividad fisica; de forma que el exceso de grasa corporal
(particularmente la abdominal) y el sedentarismo favorecen al
desarrollo de insulinorresistencia (Lopez et al. 2007).

Finalmente, ABCA1 al regular el flujo de colesterol ha sido
estudiado como posible gen que confiere susceptibilidad a
desarrollar obesidad, identificandose la variante R230C en
mestizos mexicanos obesos (Lopez et al. 2008). Analisis
detallados sugieren que algunos grupos étnicos, como el Africo-
Americano y el hispano, presentan mayor susceptibilidad para
desarrollar obesidad (Ogden et al. 2004). En este aspecto, es
necesario tomar en cuenta que la susceptibilidad para desarrollar
la expresion fenotipica de obesidad esta determinada por la
interaccion entre factores genéticos y un medio ambiente
obesogénico, de tal manera que resulta dificil identificar la
contribucién independiente de cada uno de estos factores,
porque en la mayoria de los casos el medio ambiente es también
diferente entre los diferentes grupos raciales (Lépez et al. 2008).
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Figura N° 4.Mecanismos potenciales mediante los cuales la disminucién del
transportador ABCA1 puede favorecer la aparicion de algunos trastornos
metabdlicos (Aguilar et al. 2007).

1.8. R230C EN EL GEN ABCAl1 EN POBLACIONES
AMERINDIAS

Estudios del polimorfismo R230C del gen ABCAL revelaron que
en casi todas la poblaciones indigenas mexicanas analizadas
(Yaqui, Mazahua, Teneek, Perepecha, y Maya), la frecuencia
alélica de esta variante fue de aproximadamente el doble que la
observada en mestizos mexicanos, lo cual seria esperado por el
mestizaje, ademas este polimorfismo no ha sido encontrado en
otras poblaciones estudiadas como: africana, europea, china y
sudasiatica, sugiriéndose exclusividad de la variante en
poblaciones indigenas de América o que descienden de ellas
(Canizales 2007; Villarreal et al 2007; Lépez y Rodriguez 2008).
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1.8.1. POBLACION iNDIGENA DEL ECUADOR

El término indigena esta relacionado a la presencia de los
primeros habitantes de América antes de la llegada de los
invasores europeos, quienes fueron tratados como una clase
inferior, explotados, denigrados como seres humanos, una raza
condenada a desaparecer o someterse a la transformacion (INEC
2006).

Los pueblos indigenas ecuatorianos se definen como
"colectividades originarias, conformadas por comunidades o
centros con identidades culturales que les distinguen de otros
sectores de la sociedad ecuatoriana, regidos por sistemas
propios de organizacién social, econdémico, politico y legal"
(Tiban 2001). En el siguiente cuadro, se describen los 15 pueblos
que han sido reconocidos por el Consejo de Desarrollo de las
Nacionalidades y Pueblos del Ecuador (CODENPE).

Tabla 1. PUEBLOS INDIGENAS DEL ECUADOR

PUEBLO LENGUA UBICACION GEOGRAFICA
Saraguro Quichua Loja, Zamora Chinchipe
Cafiari Quichua Cafiar

Puruha Quichua Chimborazo

Waranka Quichua Bolivar

Chibuleo Quichua Tungurahua

Salasaca Quichua Tungurahua

Panzaleo Quichua Cotopaxi, Tungurahua
Quitu Cara Quichua Pichincha

Cayambi Quichua Pichincha, Imbabura
Caranqui Quichua Imbabura y Pichincha
Natabuela Quichua Imbabura

Otavalo Quichua Imbabura

Quichuas de la Quichua Pastaza, Napo, Sucumbios y
Amazonia Orellana

Manta Castellano Manabi

Huancavilca Castellano Guayas

CODENPE 2006
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Entre estos pueblos indigenas se encuentra la poblacion
Saraguro cuyo idioma materno es el quichua. No existe una
etimologia definida para el término Saraguro; por el contrario, se
dan diversas interpretaciones. Para algunos, el nombre proviene
de sara (maiz) y guru (gusano), por tanto, Saraguro significaria
gusano del maiz. Para otros, su denominacion haria referencia a
las mazorcas secas de maiz, o provendria de sara y jura
(germinado), es decir, significaria maiz que germina o crece. Lo
gue si esta claro, independientemente de su significado, es que
su nombre estd estrechamente ligado al maiz y reafirma la
importancia econdmica, social y simbdlica que este producto
tiene en la vida del pueblo Saraguro.

El pueblo Saraguro se encuentra asentado en un vasto territorio
que, en sentido horizontal, se extiende desde el extremo
noroccidental de la provincia de Loja en la regién Interandina,
hasta las cercanias de la Cordillera del Céndor en la provincia de
Zamora Chinchipe en la regién Amazénica. Se estima que el
pueblo Saraguro abarca una poblacién que fluctia entre los 37
000 y 60 000 habitantes, organizados en alrededor de 183
comunidades.

Se sostiene que los actuales Saraguros descienden del linaje de
los Incas. Otra hipétesis afirma que los Saraguros son originarios
de Bolivia, basandose fundamentalmente en las similitudes en la
vestimenta con los Paquizhapas, indigenas de la zona Boliviana
de Urdaneta (INEC 2010)

Actualmente, el pueblo quichua Saraguro es una de las etnias
mas conservadas del pais ya que a diferencia de otras, la cultura
de los Saraguros preserva su identidad, sus tradiciones y
costumbres ancestrales, sin embargo pese a ello, la influencia de
la vida moderna ha cambiado en parte el estilo de vida de este
pueblo tanto en actividad fisica como alimentacion (Amanki
2008).
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2. MATERIALES Y METODOS:

2.1. Poblacion

Se estudiaron un total de 103 individuos pertenecientes al grupo
indigena Saraguro del sur del Ecuador, de los cuales, 43 sujetos
viven en sus comunidades pertenecientes a la provincia de Loja
en la sierra ecuatoriana Yy los 60 restantes en sectores de la
provincia de Zamora Chinchipe en el oriente ecuatoriano, el
grupo de personas evaluadas se encuentran entre 15 y 68 afios
de edad.

Los criterios de inclusibn que se tomaron en cuenta fueron:
pertenecer a la etnia Saraguro, ser oriundos del lugar (tomando
en cuenta tres generaciones atras), y no ser familiares en primer
grado de otro participante del estudio.
A todos los individuos participantes se les tomé una muestra de
sangre periférica en ayuno de aproximadamente 8 - 12 horas
para medir parametros bioquimicos y extraer DNA genémico.
Estas muestras fueron tomadas previa aceptacion de los
participantes a través de la firma de un consentimiento
informado.

2.2. Parametros Clinicos, Bioquimicos y

Antropomeétricos

Todas las mediciones bioquimicas se realizaron en el
“Laboratorio Clinico de la Unidad de Medicina Familiar UTPL”,
utilizando  procedimientos  estandarizados y  reactivos
comerciales. La glucosa sérica, los niveles plasméticos de
colesterol total (CT), HDL, LDL vy triglicéridos (TG), se midieron
utilizando el equipo “Cobas C111”, los niveles de hemoglobina
glicosilada se determinaron a través del kit comercial
“Glycohemoglobin HbA1-Test”

El indice de masa corporal (IMC) e indice cintura-cadera (ICC) se
determinaron segun las siguientes férmulas:

IMC = Peso (Kg) / Estatura® (m)
ICC= diametro de la cintura en cm / didametro de la cadera en cm.
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Se analiz6 la presencia de diabetes mellitus tipo 2 (DT2),
sindrome metabdlico (SM) y obesidad segln los siguientes
criterios:

- De acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud, se diagnostica DT2 a todos aquellos
individuos con glucemia en ayuno =126mg/dL (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2009).

- Para el diagnéstico de SM se utilizo el criterio establecido
por “National Cholesterol Education Program Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High
Blood Cholesterol in Adults” (Adult Treatment Panel llI
[ATP-111]) (Grundy et al., 2004), segun la siguiente tabla:

Tabla 2. Criterios de la ATP-IIl para el sindrome metabdlico.

Obesidad central Cintura > 102cm en hombres,
>88cmen mujeres.

Niveles bajos de HDL-C HDL-C < 40 mg/dl en hombres,
< 50mg/dl en mujeres.

Hipertrigliceridemia Triglicéridos séricos = 150
mg/dl

Hipertension arterial Presion arterial = 138/85 o uso
de medicamentos

antihipertensivos.

Glucosa plasmatica en ayuno Glucemia = 100 mg/dl o uso de
hipoglucemiantes.

La presencia de al menos 3 de estos criterios en un individuo es
diagndstico de Sindrome Metabdlico (Grundy et al, 2004).

- La determinaciéon de obesidad o sobrepeso se hizo en
base a la clasificacion de la obesidad segun el IMC de la
Organizacion Mundial de la Salud, en la cual, se
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diagnostica sobrepeso u obesidad a los individuos con un
IMC=25kg/m2

2.3. Extracciéon de DNA

Se extrajo DNA gendémico a partir de las muestras de sangre,
utilizando el kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification” de
Promega y se verifico mediante electroforesis en geles de
agarosa 0.8% y tincion con bromuro de Etidio.

2.4. ldentificacion de la variante R230C

El exd6n 7 de ABCAL (290pb) fue amplificado por PCR (Reaccidn
en cadena de la polimerasa), usando primers especificos
disefiados a través del programa FastPCR, para la revision de los
mismos se utilizd el programa Oligocalc:

- Forward: 5GACCCAGCTTCCAATCTTCATAA- 3’

- Reverse:5-TTCCGAAAGCATTAGTGCTTGA-3'

Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacion inicial a
96°C por 7 minutos, 37 ciclos que consistieron en
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, anillamiento a 60°C
por 30 segundos, extensién a 72°C por 30 segundos y extensién
final a 72°C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en
geles de agarosa 2% Yy purificados siguiendo las instrucciones del
kit comercial “Wizard SV gel and PCR Clean-Up System”
(Promega). La secuenciacion de éstos se realizd en la empresa
Macrogen y en la Unidad de Biologia Molecular y Medicina
Gendmica del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (México). Las secuencias se analizaron utilizando los
programas Bioedit y Codon Code Aligner.
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2.5. Andlisis Estadistico

Se utilizé el programa estadistico SPSS v15.0 para analizar los
resultados. Se calcularon medias y desviacion estandar de los
distintos parametros. Se determiné las frecuencias genotipicas y
alélicas, y el equilibrio de Hardy Weinberg utilizando el recurso
online del Instituto de Genética Humana de Munich Alemania
(http:/fihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Para evaluar la asociacién
entre la variante y los parametros bioguimicos y antropomeétricos,
luego de normalizados los datos correspondientes a presién
arterial, niveles de glucosa, TG, HDL y LDL se utiliz6 el MLG
Univariante y el analisis de asociacion del polimorfismos con
obesidad y sindrome metabdlico se realizé mediante regresion
logistica. Se consider6 como nivel de significancia estadistica
p<0.05.
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3. RESULTADOS:

3.1. Caracteristicas Clinicas y antropométricas de la
poblaciéon Saraguro del Ecuador.

En la tabla 3 se muestra una estimacion de los parametros
clinicos y antropométricos del grupo estudiado, segun el sexo.
Tabla 3. Parametros clinicos y antropométricos en la

poblacién indigena Sara

uro del Ecuador.

PARAMETROS Poblacén Valores de referencia
General SEXO
(n=103) MUJER HOMBRE
(n=76) (27)
Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E.
Edad 40,31 | 17,5 40,2 | 17,06 | 40,5 | 19,09
IMC (Kg/m2) 25,838 26,7 | 3,8 23,39 | 2,62 <25*
Cintura (cm) 84,4199 <102hombres /
84,78 | 10,48 | 83,15|8,16 | <88mujer **
11C 0,86 | 0,07 <1 hombre /
0,85 | 0,07 0,88 0,06 |<0,85mujer**
PAS (mmHg) 11517 | 24,2 | 115,38 | 20,79 | 114,56 | 32,45 120/80.*
PAD (mmHg) 746122 | 75039 11,74 | 7341 13,68
Glucosa (mg/dl) 79,9 | 11,7 80,3 | 11,64 78,8 | 12,04 | 70-100 **
TG (mg/dl) 152,4 11095 | 1532|1068 | 150,2|11,03 | <150**
CT (mg/dl) 171,23 | 38,24 171,12 | 37,56 | 1715|408 <200**
HDL (mg/dl) 4313 (12,05 | 4287|1196 | 438|125 |40-59**
LDL (mg/dl) 96,8282 | 9695|2899 | 964 |2626 |<100**
HbA1c (%) 5,56 | 0,99 559 | 0,96 545 |1,07 |<57***

IMC=indice de masa corporal, lIC=Indice cintura-cadera, PAS= Presién arterial
sistolica, PAD=Presion arterial diastélica, TG=Triglicéridos, CT=Colesterol total,
HDL=Lipoproteina de alta densidad, LDL=Lipoproteina de baja densidad,
HbAlc=Hemoglobina glicosilada. Valores de referencia (*OMS, **ATP-IIl, ***ADA)
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3.2. Identificacion del polimorfismo R230C en el gen
ABCA1l

Analizados los electroferogramas se identificé la presencia de
R230C que corresponde al cambio de una citosina por una
timina, lo que origina un cambio de una arginina (R) por una
cisteina (C) en la posicion 230 de la proteina (R230C) (Figura 5).
La frecuencia de esta variante en la poblacion fue del 29,1%
(Tabla 4).

CAGAGCGAGTACTTOGTT TCCAACATGG
170 180 190

|

Figura N° 5. Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante
R230C. La flecha indica la presencia de 2 nucleétidos diferentes. La curva azul
indica la presencia de citosina para un alelo, y la curva roja superpuesta indica la
presencia de timina para el otro.

3.3. Frecuencias alélicas y genotipicas de R230C

Tabla 4. Frecuencia alélica y genotipica de la variante R230C en
la poblacion indigena Saraguro del Ecuador.

ABCA1/R230C FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA
Poblacién ALELICA
Saraguro del
Ecuador cC CT TT C T
N(%) 73(70,9) 27(26,2) 3(2,9) | 173(83,98) | 33(16,02)
Frecuencia 0,71 0,26 0,03 0,84 0,16

Las frecuencias observadas de los genotipos CC, CT, TT del
polimorfismo R230C estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg
en la poblacién analizada.
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3.4. Asociacion de R230C con los diferentes parametros
bioquimicos y antropométricos.

La tabla 5 muestra la media y desviacion estandar de los distintos
parametros antropométricos y bioquimicos de la poblacién
indigena estudiada, segun su genotipo.

Se encontrd que los individuos con genotipo CT/TT presentaron
niveles de HDL significativamente mas bajos (38,3+9,8mg/dL),
que los individuos de genotipo normal CC (45,1+12,4) P=0.016.
Esta asociacién se realizé utilizando el modelo dominante,
considerando a la edad, sexo y origen como covariables.
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TABLA 5. Comparacién de los parametros antropométricos y
bioguimicos en la poblacién indigena Saraguro del Ecuador
segun la presenciade la variante R230C del gen ABCAL.

PARAMETROS GENOTIPO p

CC CT T CT/TT

Ndmero (103) 73 27 3 30

Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E.

IMC (kg/m2) 56| 397| 264| 35| 255| 41| 263| 349| 05
Cintura (cm) 837| 98| 861| 100| 833| 127| 8585| 10,09 037
ICC 09| 007| 09| 007| 08| 006| 086] 007 068
PA Sistdlica 11279 | 175 1222 372| 110 o| 1209| 354| 093
(mmHg)

PA Diastolica 745| 11.9] 752| 136| 733| 115| 7497| 1326| 057
(mmHg)

Glucosamg/dl) | 797| 114| 812 129 736| 71| 8047 1264| 0,14
UUllee e 1503 | 1214 1622 | 71,1| 117,3| 30,03| 157,7| 69,1| 0,09
(mg/dl)

Colesterol 1727| 37.8| 1692| 411| 1531| 256| 167.6| 398| 0,19
(mg/dl)

HDL (mg/dl) 451| 124| 389| 100| 3297| 74| 383| 980016
LDL (mg/dl) 955| 27.3| 998| 315| 986| 21.9| 997 3039| 029
Hbalc (%) 56| 103| 55| 09| 58| 12| 55| 089 062

Los datos presentados representan la media y desviacion estandar (D.E.) de los
distintos parametros analizados segin el genotipo. IMC= indice de masa corporal,
ICC= indice cintura — cadera, PA= Presion arterial, HDL= Lipoproteina de alta
densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, HbAlc=Hemoglobina glicosilada.
Valor de P comparando los genotipos CT/TT vs. CC a través del MLG Univariante
(nivel de significancia estadistica p<0.05).
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3.5.Asociacion de R230C con Obesidad y Sindrome
Metabdlico.

Como se muestra en la Tabla 6, al realizar el analisis de
asociacion de las variantes con obesidad y sindrome metabdlico
no se obtuvo ningun valor estadisticamente significativo.

TABLA 6. Asociacion de R230C obesidad y sindrome
metabdlico.

TRASTORNO METABOLICO R230C
CC n(%) CT/TT n(%) P
Obesos (n=58) 40(68,97) 18(31,03) NS
No obesos (n=45) 33(73,3) 12(26,7) NS
Individuos con SM (n=18) 10(55,6) 8(44,4) NS
Individuos sin SM (n=85) 63(74,12) 22(25,9) NS

NS= No significativo. El analisis se realiz6 mediante regresion logistica p<0,05
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3.6. Identificacion del polimorfismo R219K en el gen
ABCAl

Ademas de la variante R230C; se identificd el polimorfismo
R219K, que corresponde al cambio de una guanina (G) por una
adenina (A), dando por resultado el cambio de una arginina (R)
por una lisina (K) en la posicién 219 de la proteina (Figura 6), la
frecuencia de este polimorfismo fue del 70,9% en la poblacién
estudiada (Tabla 7), por lo que resulté importante la inclusién de
este polimorfismo en el presente trabajo.

GCTTTGTGGCCTAC CAA«]Q_JG GAGAAACTGGC
140 150 1e0

Figura N° 6. Electroferograma de un individuo heterocigoto para la variante
R219K. La flecha indica la presencia de 2 nucleétidos diferentes en la posicion
969 del transcrito. La curva negra indicala presencia de guanina para un alelo, y
la curva verde superpuesta indica la presencia de adenina en el otro.

3.7. Frecuencias alélicas y genotipicas de R219K

Tabla 7. Frecuencia alélica y genotipica de la variante R219K en
la poblacion indigena Saraguro del Ecuador.

R219K GENOTIPICA ALELICA
GG GA AA G A
N(%) 30(29,1) | 59(57,28) | 14(13,59) | 119(57,77) | 87(42,,23)
Frecuencia 0,29 0,57 0,14 0,58 0,42

Las frecuencias observadas de los genotipos GG, GA y AA, del
polimorfismo R219K estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg
en la poblacion analizada.
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3.8. Asociacién de R219K con los diferentes parametros
bioquimicos y antropométricos.

La tabla 6 muestra la media y desviacion estandar de los distintos
parametros antropométricos y bioquimicos de la poblacién
indigena estudiada, segun su genotipo.

Los individuos con genotipo GA/AA presentaron niveles de HDL
ligeramente mas elevados (46,6+12,5mg/dL) en comparacién con
los individuos de genotipo normal GG (39,4+10,2) P= 0.02. Para
el analisis de asociaciébn se utiliz6 el modelo dominante,
considerando la edad, sexo, origen y obesidad como covariables.
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TABLA 8. Comparacién de los parametros antropométricos y
bioguimicos en la poblacién indigena Saraguro del Ecuador
segun la presencia de la variante R219K del gen ABCAL.

i GENOTIPO
PARAMETROS p
GG GA AA GA/AA
Ndmero (103) 30 59 14 73
Media | D.E | Media D.E. | Media D.E. | Media D.E.

IMC (kg/m2) 254| 38| 258| 39| 266| 36| 2598| 387|039
Cintura (cm) 829 97| 849] 106 85| 74| 849 10,02]045
IcC 09| 006 09| 008] 09| 001 086 0076]099
PA Sistdlica 1157 | 17,9 | 1144| 275| 117,3| 22,4| 1149| 265 0,37
(mmHg)

PA Diastélica 76,17 | 11,2| 733| 127 77| 125| 7398| 126|079
(mmHg)

Glucosa mg/dl) 785| 108| 733| 127| 793| 76| 8048| 12,09|0,91
Triglicéridos 152,2 | 77,3 | 148,7| 1132| 168,7| 1468 | 152,6| 1194 0,29
(mg/dI)

Chles i 1615| 329| 1753| 409| 175| 363| 1752 39,76 |0:31
(mg/dI)

HDL (mg/dl) 394 102| 445| 126 454 127] 446| 125[002
LDL (mg/dl) 91,9 284| 998 209| 947 188| 988 2804[076
Hbalc (%) 56| 10| 55 10/ 56| 09| 55| 099]055

Los datos presentados representan la media y desviacion estandar (D.E.) de los
distintos parametros analizados segun el genotipo. IMC= indice de masa corporal,
ICC= indice cintura — cadera, PA= Presion arterial, HDL= Lipoproteina de alta
densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, HbAlc=Hemoglobina glicosilada.
Valor de P comparando los genotipos GA/AA vs. GG a través del MLG
Univariante (nivel de significancia estadistica p<0.05).
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4. DISCUSION:

La funcion de ABCA1l como transportador de colesterol y
fosfolipidos a las moléculas de HDL, asi como su relacion en la
formacion de HDL in vivo, han convertido a este gen en un
importante  objeto de estudio, ademas, su funcién
atereroprotectiva ha llevado a este transportador a convertirse en
un nuevo e importante blanco terapéutico para prevenir e incluso
revertir la enfermedad cardiovascular aterosclerética (Oram y
Lawn 2001).

Existe una gran cantidad de estudios buscando asociaciones de
SNPs de ABCALl con alteraciéon en la funcién del gen, asi
diversas investigaciones han analizado la relacién existente entre
la variante con los niveles de HDL-C en diferentes poblaciones,
con resultados controversiales (Villarreal 2008).

La variante R230C del gen ABCAL ha sido reportada como un
importante alelo de riesgo para la disminucion de los niveles de
HDL, lo cual conlleva a enfermedad arteriosclerosa,
especialmente enfermedad coronaria prematura, asi como
también ha sido relacionada a diabetes mellitus tipo 2, obesidad y
sindrome metabdlico. Estudios en poblacién mestiza mexicana y
en grupos indigenas mexicanos (Yaqui, Teneek, Perepecha,y
Maya) mostraron una alta frecuencia de esta variante (0.109,
0.179, 0.214, 0.288, respectivamente), sugiriéndose cierta
exclusividad a poblaciones indigenas de América o0 que
descienden de ellas, ya que esta variante no ha sido encontrada
en poblaciones africana, europea, china, sudasiatica (Villarreal
2007, Cohen et al. 2004; Frikke et al. 2004; Probst et al. 2005;
Wang et al.2000).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
la variante R230C estd presente en la poblacién indigena
Saraguro del Ecuador con una frecuencia alélica (0,16) (Tabla 5)
similar a la poblacion indigena mexicana, estos resultados
revelan hasta la fecha la tendencia de la poblacion amerindia a
presentar dicho polimorfismo.

38



La presencia del polimorfismo 230C en forma hetero u
homocigota en este estudio se asocia a niveles bajos de HDL en
la poblacion indigena Saraguro del Ecuador (Tabla 7) , ya que los
niveles de estas particulas fueron significativamente menores en
individuos con genotipos CT/TT(38,3+9,8mg/dL), que en
individuos con el genotipo CC(45,1+12,4), independientemente
de la presencia de posibles factores confusores como la edad,
género, region y obesidad, por lo tanto, puede deducirse que el
cambio R230C en ABCA1 disminuye el eflujo de colesterol en las
células formadoras de HDL provocando asi una menor
biogénesis de dichas particulas, esta disminuciéon de flujo de
lipidos podria ser dada por una falta de interaccion directa entre
ABCA1l y HDL necesaria para la transferencia de lipidos, asi
como también es posible que la funcion de ABCA1l fuera
impedida por alteracion de la estructura terciaria de la proteina
causado por esta variante (Singaraja et al. 2003).

Estudios en poblacién mexicana reportaron una asociacién entre
R230C del gen ABCAL con el IMC, obesidad y diabetes mellitus
tipo 2, a diferencia de esto, en la poblacién Saraguro ecuatoriana
no se encontrdé asociacion entre la variante R230C y estos
trastornos (Tabla 8), sugiriéndose que el papel de la proteina
ABCA1 en la fisiopatologia de la obesidad y el sindrome
metabdlico podria ser independiente de su funcion en la
regulaciéon de los niveles de HDL; ademas otras posibles
razones de estas discrepancias podrian ser los factores
ambientales, el estilo de vida o la influencia de la dieta entre las
distintas grupos poblacionales (Villarreal 2007).

Se cree que el polimorfismo R230C del gen ABCA1l surgid
posiblemente en los primeros humanos que cruzaron el Estrecho
de Bering y su alta frecuencia en la poblacién amerindia se pudo
deber a alguna ventaja selectiva, de esta forma y con base en la
hipétesis del “Genotipo ahorrador” de James V. Neel (1962), se
podria especular que aquellos individuos con la variante pudieron
almacenar calorias en forma de grasa durante los tiempos de
abundancia y sobrevivir periodos prolongados de hambruna, por
lo que la seleccion natural llevaria a una mayor frecuencia de
este genotipo “ahorrador” en aquellas poblaciones que de
manera intermitente pasaban por periodos de hambruna severa;
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sin embargo, debido al estilo de vida actual (consumo elevado de
calorias, sedentarismo, etc.) esta variante pas6é de ser una
ventaja selectiva a convertirse en un promotor o marcador de
riesgo para trastornos metabdlicos.

Por otro lado, asi como varios estudios han reportado que
variantes en ABCA1 causan niveles bajos de HDL, incremento de
triglicéridos, disminucion en el flujo de colesterol, incremento en
el riesgo de enfermedad cardiovascular coronaria, diabetes
mellitus tipo 2, obesidad y sindrome metabdlico; también hay
otros estudios que han mostrado SNPs del gen ABCA1l que
parecen constituir alelos protectores, especificamente, el
polimorfismo R219K ha mostrado estar asociado con disminucién
de niveles de TG, ligero aumento de los niveles de HDL y
disminucién en la severidad de la enfermedad cardiovascular
coronaria, efectos compatiblescon un incremento en la funcién de
ABCAL vy transporte reverso de colesterol acelerado (Brooks et
al.1999; Marcil et al. 1999; Clee et al. 2000; Cenarro et al. 2003).

Estudios previos realizados en poblacion europea mostraron una
frecuencia de la variante R219K del 46% (Cleeet al 2001;
Serrano 2003), mientras que, resultados reportados por Harada
et al. 2003, mostraron una frecuencia de esta variante del 74,6%
en poblaciéon japonesa, similar a la frecuencia reportada por
Kitjiaroentham et al 2007, en poblacion tailandesa que
correspondié a 66.67%, debido a estos resultados, segun este
Ultimo autor la variante R219K parece ser mas comun en
poblaciones asiaticas que en poblaciones europeas.

En la poblacién Saraguro del Ecuador analizada en este trabajo,
se encontré que la variante R219K esta presente en el 70,9% de
la poblacion, representando una frecuencia alélica para la
variante (A) de 0,42 (Tabla 4); de acuerdo a esto, el hecho de
gue este polimorfismo en la poblacién Saraguro del Ecuador se
encuentre con una frecuencia similar a la poblaciéon asiatica
podria deberse a que segun hipotesis, los primeros pobladores
del continente americano llegaron a través del Estrecho de
Bering y tienen un origen asiatico.
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Clee et al, 2001 mostré que los portadores de la variante R219K
en su poblacién estudiada, presentan un ligero aumento de la
concentraciéon de HDL, disminucién de aterosclerosis y menos
eventos coronarios, similar a esto en la presente investigacion se
encontré que en la poblacién Saraguro existe una asociacion
entre la presencia de la variante (GA/AA) y el nivel de HDL ya
que los portadores de dicho polimorfismo mostraron
concentraciones de HDL ligeramente mas elevadas que los
individuos que no portaron la variante (GG) (Tabla 6). Sin
embargo a diferencia de esto, Villarreal et al. 2007 y Guillen et al.
2003, no mostraron relacion entre la presencia de este
polimorfismo y las concentraciones plasmaticas de HDL; estas
discrepancias de resultados en las distintas investigaciones, han
convertido a R219K en un interesante tema de estudio.

Con el presente estudio se pudo demostrar la presencia de dos
variantes del gen ABCAL en la poblacién indigena Saraguro del
Ecuador, mientras R230C se relaciond a una disminucién en la
concentracion de HDL, el polimorfismo R219K estuvo asociado a
un ligero aumento de dichas particulas, siendo interesante notar
que no todos los individuos portadores de las variante mostraron
el respectivo efecto en las concentraciones de HDL, sugiriéndose
la influencia de factores ambientales y el estilo de vida en
aspectos como la alimentacion y la actividad fisica. Sin embargo,
resulta necesaria la busqueda de la frecuencia y el analisis de los
efectos causantes de estas variantes en la poblacién mestiza
ecuatoriana asi como en otras poblaciones con la finalidad de
confirmar o descartar hipétesis sobre la funcionalidad de dichos
polimorfismos.
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CONCLUSIONES:

Se identificaron dos polimorfismos en la poblacion
indigena Saraguro del Ecuador, R230C y R219K, los
mismos que estan presentes con una frecuencia alélica
de 0,16 y 0,42 respectivamente.

En la poblacion analizada, el polimorfismo R230C se
relacion6 con una disminucién en la concentracién de
HDL, mientras que el polimorfismo R219K se asoci6 a un
ligero aumento en los niveles de HDL.
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PERSPECTIVAS:

Determinar la frecuencia del polimorfismo R230C en el
gen ABCAl en la poblacibn mestiza ecuatoriana y
analizar los efectos de dicho polimorfismo mediante
andlisis caso — control.
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