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RESUMEN

Las variaciones genéticas de las enzimas implicadas en la desintoxicacion de los productos
de oxidacion celular pueden estar asociadas con la susceptibilidad a desarrollar diferentes
tipos de enfermedades, entre las cuales estan la diabetes mellitus tipo 2, obesidad,
hipertension, sindrome metabdlico, entre otras. Glutation S-transferasa P (GSTP1) es una
enzima con un papel importante en la desintoxicacidén de ciertos compuestos toxicos para la
célula; el polimorfismo llel05Val (rs1695, A/G) del gen que codifica esta enzima se relaciona
con la disminucién en la actividad enzimatica, y se lo ha asociado al desarrollo de diversas
alteraciones metabdlicas en algunas poblaciones. El presente trabajo tiene por objeto
estudiar el polimorfismo llel05Val de GSTP1 y evaluar su asociacion a sindrome metabdlico
o alteraciones relacionadas, en poblacién lojana. Del estudio se determind una frecuencia
del 60% para el alelo G en la poblacion, encontrdndose ademas un incremento significativo
en los valores de triglicéridos en portadores masculinos de este alelo (p=0.034); al evaluar la
relacién del polimorfismo con sindrome metabdlico, se encontr6 una relacion significativa
con la enfermedad (OR 2,816, IC 1,081 -7,339) en el sexo masculino.

Palabras claves: Desintoxicacion, Glutation S-transferasa P, polimorfismo, compuestos
téxicos.



ABSTRACT

The genetic variations of the enzymes involved in the detoxification of cellular oxidation products
may be associated with the susceptibility to develop different types of diseases, among which are
diabetes mellitus type 2, obesity, hypertension, metabolic syndrome, among others. Glutathione
S-transferase P (GSTP1) is an enzyme with an important role in the detoxification of certain
compounds toxic to the cell; the lle105Val polymorphism (rs1695, A /

G) of the gene that encodes this enzyme is related to the decrease in enzymatic activity, and
has been associated with the development of various metabolic alterations in some
populations. The aim of this research was to study the Ille105Val polymorphism of GSTP1
and to evaluated its association with metabolic syndrome or related alterations in the Loja
population. From the study, a frequency of 60% was determined for the G allele in the
population, and there was also a significant increase in triglyceride values in male carriers of
this allele (p = 0.034); When evaluating the relationship of the polymorphism with metabolic
syndrome, a significant relationship was found with the disease (OR 2,816 CI 1.081-7.339) in

the male sex.

Key words: Detoxification, Glutathione S-transferase P, polymorphism, toxic compounds.



INTRODUCCION

El sistema de enzimas Glutation S-transferasas (GST) se encuentra en todos los organismos
eucariotas, y es una familia de enzimas metabdlicas de fase Il que catalizan la conjugacion
del glutation reducido (GSH) con una variedad de compuestos electrofilicos enddgenos y
exogenos, incluyendo varios carcind6genos y algunos farmacos quimioterapéuticos,
reduciendo la reactividad de los compuestos y haciéndolos solubles en agua para favorecer
su eliminacion; estas enzimas actian como un mecanismo de defensa frente al estrés
oxidativo para evitar dafio a moléculas celulares como el ADN (Hayes, Flanagan, y Jowsey,
2005).

El Glutatién S-transferasa P (GSTP1) es un gen polimérfico localizado en el cromosoma 11y
conformado por 7 exones, codifica el miembro P de la familia de enzimas glutation
transferasas, que desempefia un papel central en la inactivacion de electréfilos toxicos y
carcinogenos (Cowell, Dixon, Pemble, Ketterer, y Taylor, 1988). Se ha identificado un sitio
polimérfico en la secuencia de ADN codificante del gen, dada por una transicion A — G en el
nucleétido 313, traduciéndose en una sustitucion de isoleucina por valina en la posicién 105
(lle 105 — Val 105) de la proteina; este polimorfismo causa una disminucién de la funcion
enzimatica afectando el equilibrio oxidativo de las células (Board, Weeb, y Coggan, 1989) .

El estrés oxidativo (EO) es un estado de desequilibrio entre los pro-oxidantes y el sistema de
defensa antioxidante celular, lo que provoca la oxidacién del ADN, las proteinas y otros
componentes celulares; y, constituye uno de los mecanismos que contribuyen a la
patogénesis de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y complicaciones
vasculares (Pereira et al., 2008). En la condicién diabética, el estrés oxidativo perjudica la
captacion de glucosa en el musculo y tejido adiposo, ademas disminuye la secrecion de
insulina de las células B pancreaticas (Matsuda y Shimomura, 2013). El estrés oxidativo
también subyace a la fisiopatologia de la hipertension y la arterosclerosis, al afectar

directamente a las células de la pared vascular (Nakazono et al., 1991).

Algunas investigaciones muestran que en la diabetes mellitus el estrés oxidativo desempefia
un papel importante en el desarrollo de las complicaciones vasculares tanto
macrovasculares como microvasculares, esta Ultima categoria incluye enfermedades como
neuropatia, nefropatia y retinopatia; el estrés oxidativo también se ha asociado con la
apoptosis de las células gliales, causando asi dafio al sistema nervioso ademas de la

pérdida neuronal en pacientes con diabetes mellitus (Stoian et al., 2015).



El sindrome metabdlico (SM), alteracion que se ha convertido en un problema de salud
publica a nivel mundial, también se ha relacionado con un desequilibrio oxidativo a nivel
celular. Existen estudios que indican que personas con sindrome metabdlico tendrian una
disminucion en su capacidad antioxidante, lo que hace responsable al estrés oxidativo de
importantes dafios como la peroxidacién lipidica, dafio en las membranas celulares, dafio
del ADN vy disfunciébn endotelial que se relacionan directamente con la obesidad,
alteraciones cardiacas, endoteliales y renales de la enfermedad (Gonzalez, Arpa, Gonzalez,
y Perez, 2009 ; y Saruwatari et al., 2013).

El presente estudio busca contribuir con informacién genética sobre el analisis del
polimorfismo rs1695 del gen GSTP1 en poblaciéon lojana, evaluando su relacion con
alteraciones metabdlicas de importancia clinica, especialmente sindrome metabdlico; estos
estudios aportan considerablemente en el conocimiento del componente genético
poblacional y de las posibles susceptibilidades frente a enfermedades como un objetivo

importante para el desarrollo de nuevas terapias y estrategias de prevencion adecuadas.



CAPITULO I: MARCO TEORICO



1.1 Alteraciones Metabolicas

La obesidad, el sobrepeso, la diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico, son
enfermedades que estan interrelacionadas y que comparten mecanismos de aparicion y
evolucion; su prevalencia crece alarmantemente por lo que se han considerado como
factores de riesgo a nivel de salud publica en todo el mundo (Ezquerra, Vazquez, y Barrero,
2008). Se estima que alrededor del 20 al 25% de la poblacién adulta mundial padece SM, lo
gue conlleva a tener un mayor riesgo de muerte, triplicando el riesgo de un evento
cardiovascular y dando como resultado una mayor probabilidad de desarrollar diabetes
mellitus tipo 2 (Garcia y Aleman, 2014). En América Latina la prevalencia del SM oscila entre
un 20 a 30%, dependiendo la raza, el sexo y los criterios que sean aplicados (International
Diabetes Federation, 2013).

La obesidad es la enfermedad nutricional y multifactorial mas frecuente en los paises
industrializados, se caracteriza por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético,
teniendo como resultado una progresiva acumulacion anormal o excesiva de grasa (Sanchez,
Jiménez, Fernandez, y Sanchez, 2013). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la
obesidad se determina considerando el indice de masa corporal (IMC), el cual corresponde a la

relacion entre el peso y la altura, de esta forma, las personas cuyo célculo de IMC sea igual o
superior a 30 kg/m2 se consideran obesas (OMS,2017). La obesidad es un trastorno que
generalmente comienza en la infancia, aparece en la edad adulta y da origen a muchos

problemas de salud, factores genéticos y moleculares junto con circunstancias coadyuvantes

como desencadenantes ambientales intervienen en su patogenia (Moreno, 2012).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica causada por alteraciones
en la acciéon de la insulina en los tejidos periféricos. La hiperglucemia crénica, caracteristica
de esta enfermedad, puede generar lesién y disfuncién de varios 6rganos, en especial los
0jos, los rifiones, los nervios, el corazén y las arterias (Ezquerra et al., 2008). La Asociacion
Americana de Diabetes ha determinado algunos criterios para el diagnéstico de la DM2
como la determinacion de la glucemia basal que supere los 126 mg/dl tras 12 horas de
ayuno, glucemia mayor a los 200 mg/dl después de 2 horas de una sobrecarga oral con 75 g
de glucosa (ADA, 2010). Cifras de glucemia basal entre 100 y 126 mg/dl sefialan el
diagnostico de glucemia basal anormal y entre 140 y 200 mg/dl de glucemia tras sobrecarga

oral de glucosa indican intolerancia a la glucosa (Monnier, Colette, y Owens, 2008).

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo para DM2 y enfermedad

cardiovascular (ECV), caracterizado por la presencia de resistencia a la insulina asociada con
6



trastornos de metabolismo de los carbohidratos y lipidos, cifras elevadas de presion arterial
(PA) y obesidad. La Federacion Internacional de la Diabetes (FID) propuso un criterio para el
diagnéstico de SM, en el cual se considera que una persona padece SM si presenta:
obesidad abdominal; sumada a dos de los siguientes componentes: aumento de triglicéridos
(= 150 mg/dl), decremento de colesterol HDL (< 40 mg/dl en hombres y < 40 mg/dl),
incremento de la presion sanguinea (PA sistdlica = 130, diastdlica = 85), elevacién de la

glucosa basal (= 100 mg/dl, o previamente diagnosticados con DM2) (Martinez et al., 2006).

Estas enfermedades presentan alteraciones comunes entre si, la resistencia a la insulina,
tiene un vinculo comun generando diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, hipertension,
disfuncion endotelial e inflacién por el desequilibrio en las citoquinas (Matsuda y Shimomura,
2013). La obesidad central determinada por el indice de cintura—cadera (ICC), que es una de
las principales caracteristicas del sindrome metabdlico, y consiste en el aumento de
adiposidad particularmente en depdsitos viscerales, conlleva a un incremento de acidos
grasos libres y a la inhibicién de la accién de la insulina (Coniglio, 2014). El efecto lipotéxico
en las células beta pancreéticas por los acidos grasos a largo plazo se podria considerar
como el nexo entre la obesidad, resistencia a la insulina y el desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2, sin embargo, es posible que estas alteraciones no conduzcan a esta anormalidad en
la glucemia mientras no coexista una disfuncion de las células beta pancreatica, y por ello no
todas las personas con sindrome metabdlico desarrollan diabetes (Ezquerra et al., 2008,
Escobedo et al., 2009).

Durante los ultimos afios la humanidad ha experimentado cambios en su entorno, su
comportamiento y su estilo de vida, estos cambios han derivado en un incremento global en
la incidencia de diabetes y obesidad. La carencia de ejercicio, el aumento de consumo de
calorias, la globalizacién de la tecnologia y el consumo de productos téxicos son algunos
factores que han contribuido a la aparicion de estas alteraciones (Palacios, Duran, y
Obregon, 2012).

La hipertension arterial, la diabetes y el conjunto de signos y sintomas que conforman el
denominado sindrome metabdlico son altamente frecuentes en América Latina, estudios
indican un 45% de SM en Argentina, 45.2% en México y 72% en Colombia (Calles,
Dominguez, Trimifio, y Armas, 2012 y Escobedo et al., 2009). La prevalencia de estas
alteraciones metabolicas aumenta con la edad, y es un poco mas frecuente en mujeres; las
diferencias que presentan los estudios en diversas poblaciones puede ser explicadas por la
participacion de diversos factores como son la raza, malnutricién materno infantil, cambio en
el estilo de vida y envejecimiento de la poblacion (Schnell y Dominguez, 2007). Segun el
Instituto Nacional de Estadistica y Censos del Ecuador (INEC), las alteraciones metabdlicas
7



se encuentran entre las 10 primeras causas de muerte en el pais, y en el 2014 se ha
reportado en pacientes de 50 a 59 afios una prevalencia de sindrome metabdlico del 53.0%
(INEC, 2014).

El sindrome metabdlico se ha convertido en un serio problema de salud publica a nivel mundial y
esto radica principalmente por el incremento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. La alta prevalencia de estas alteraciones es una realidad en los paises
industrializados como también en los paises que estan en vias de desarrollo, por ello es
necesario identificar los factores que contribuyen a padecer este conjunto de alteraciones

metabdlicas que inciden directamente en la morbilidad y mortalidad de la poblacion

Genes

N

Hipertension
Obesidad 2 X
Resistencia a

" Ia insulina

Sindrome

Metabolito s EZas % E
Dislipidemia

Sobrepeso =
Inflamacion

Diabetes - :
Disfuncion

7

Estilo de vida

endotelial

Figura 1. Esquema de los factores que desencadenan alteraciones metabdlicas.
Fuente: Ezquerra et al., 2008.
Elaborado: Ezquerra et al., 2008.

En el sindrome metabdlico se identifican factores de riesgo como la obesidad, sobrepeso,
dislipidemias, hiperglucemia e hipertension arterial, que se relacionan entre si y poseen un
fuerte componente genético que a la vez interactia con la exposicion ambiental (Figura 1)
(Wacher, 2009). Una serie de estudios ha postulado que la inflamacion crénica de bajo
grado en el tejido adiposo desempefia un papel importante en la patogénesis de la
resistencia a la insulina asociada a la obesidad, es por ello que se ha determinado que el
estrés oxidativo esta implicado directa e indirectamente en el sindrome metabdlico

relacionado a obesidad, diabetes e hipertension (Matsuda y Shimomura, 2013).
1.2 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre la produccion y la acumulacion
de especies reactivas de oxigeno, y la capacidad del cuerpo para manejarlas mediante
antioxidantes exdégenos y endégenos. Numerosas patologias gastricas, cardiacas,

respiratorias, 0seas, entre otras, son el resultado de alteraciones morfofisiologicas celulares,



debido a la produccién excesiva de especies reactivas que producen inestabilidad celular
(Corrales y Mufioz, 2002). El dafio oxidativo desencadenado por estimulos externos que
incluyen tabaco, radiacion ultravioleta, xenobidticos, entre otros; se ha visto implicado en la
etiologia de mas de cien enfermedades diferentes, entre las que se encuentran distintos
tipos de cancer, enfermedades cardiacas y vasculares, diabetes y desérdenes
neurodegenerativos que se ven relacionadas directamente con una expresion genética
alterada (Figura 3) (Cornetta et al., 2013).

Factores Externos
o Contaminacion

Radiacion Alteracién de la

s 2 : Inflamacién 3 -
it expresion génica Enfermedades
o Xenobioticos p 8 - Cancer
Fact Int Estrés Diabetes
actores Internos SRS Parkinson
o Electron mitocondrial oxidativo Alzneimer
o Cadena de transporte Dafio Molecular Artritis
o Sistema inmune Danio celular
o Reacciones enzimaticas L
o Metales de transicidén 77
Yool /‘
o “p
Alteracion 7
S L)
Genética

Figura 2. Relacion entre la produccion de radicales libres, el estrés oxidativo y el desarrollo
de multiples enfermedades relacionados con la variacion genética.

Fuente: Da Costa, Badawi, y Sohemy, 2012

Elaboracion: Da Costa, Badawi, y Sohemy, 2012

Las especies reactivas hacen referencia a los radicales libres que se forman como resultado
del metabolismo celular y se encuentran representados dentro de los sistemas bioldgicos
por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y por las especies reactivas de nitrégeno (RNS)

gue se originan en procesos fisioldgicos normales y patolégicos (Corrales y Mufioz, 2002).

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electrén desapareado en su
ultima capa, lo que les permite reaccionar con un elevado nimero de moléculas de todo tipo,
primero oxidandolas y después atacando sus estructuras hasta producir la muerte celular
(Morante, 2004). Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las
células relacionadas con la produccion de radicales libres de oxigeno tenemos los
neutrofilos, monocitos, macréfagos, eosindéfilos y las células endoteliales (Venereo, 2002).
En las células aerdbicas existen diversas vias que conducen a la produccién de radicales
libres derivados del oxigeno; las fuentes principales son las enzimas asociadas al
metabolismo del acido araquidénico como: la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa y el citocromo
P-450 (Cornetta et al., 2013).



Los radicales libres se producen continuamente dentro de la célula como resultado de un
proceso de intercambio de electrones mitocondriales o como un subproducto de ciertas
enzimas como xantina oxidasa, lipooxigenasa y ciclooxigenasa (Logan y Wong, 2001), son
muy citotéxicos y causan dafio al ADN, disminucién de la funcién proteica y peroxidacion de
lipidos. Existen variedades de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD),
la catalasa, la peroxidasa de la tiorredoxina, peroxiredoxina y la glutatibn peroxidasa que
convierten a los radicales libres en compuestos menos nocivos, limitan el dafio a
macromoléculas intracelulares, y constituyen la primera linea de defensa contra el dafio
oxidativo (Hayes, Flanagan, & Jowsey, 2005). Con el fin de eliminar algunos productos
guimicos altamente reactivos y evitar que se produzca una reaccion en cadena que degrade
los componentes celulares existen otro grupo de enzimas como la glutation S-transferasa,

aldo-ceto reductasa y aldehido deshidrogenasa (Hayes, Flanagan, y Jowsey, 2005).

Algunos estudios han determinado que el estrés oxidativo contribuye al desarrollo de
diversas alteraciones metabdlicas; a nivel de las células  del pancreas, que poseen poca
expresion de enzimas antioxidantes, este desequilibrio genera un deterioro en su funcion,
relacionandose con diabetes (Zaki, Moghazy, Deeb, Mohamed, y Mohamed, 2015). El estrés
oxidativo puede aumentar la produccion de superdxido y oOxido nitrico (NO), los cuales
pueden llevar a la formacién del pro-oxidante perdxido nitrito (ONOOQO), este compuesto es un
potente oxidante que puede dafar lipoproteinas de baja densidad y actuar sobre los
residuos de tirosina de las proteinas causando una disfuncién vascular como también puede
activar las citoquinas inflamatorias causando dafio al endotelio lo que provoca

complicaciones micro y macro vasculares (Ramos, Bautista, Goméz, y Zamora, 2006).

Los mecanismos de defensa contra reacciones oxidativas estan constituidos principalmente por
sistemas enzimaticos, cuya variacion genética individual puede afectar al estado oxidativo

celular, y el efecto de éste en el desarrollo de enfermedades (Da Costa et al., 2012).
1.3 Glutation S-transferasas

El sistema de defensa antioxidante celular se encarga de retrasar o prevenir significativamente la
oxidacion de un sustrato oxidable, que incluye todas las moléculas organicas e inorganicas que
se encuentran en las células vivas (Da Costa, Badawi, y EI-Sohemy, 2012). Los antioxidantes
impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar de forma mas rapida y efectiva
con los radicales libres; la accion antioxidante es evitar alteraciones en moléculas
funcionalmente vitales o importantes. Su reaccién la realizan tanto en medios hidrofilicos como

hidrofébicos con el objetivo de mantener un equilibrio
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prooxidantes/antioxidantes a favor de la célula (Matsuzawa, Takamura, Ando, y Nakamura,
2008).

Las Glutation S-transferasas (GSTs) representan una familia grande de enzimas de
conjugacion que estan formadas por isoenzimas especificas citosdlicas o ligadas a la
membrana en las mitocondrias y los microsomas y que estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza (Denzoin, Soraci, y Tapia, 2013). En mamiferos las isoenzimas GSTs se
encuentran como homodimeros o como heterémeros, tienen una masa molecular de
aproximadamente 25kDa por subunidad y un sitio activo por mondmero. Se clasifican en
siete familias (alpha, kappa, mu, pi, sigma, theta y zeta) diferentes por su funcién, secuencia

y propiedades inmunologicas (Watson, Stewart, Smith, Massey, y Bell, 1998).

Las GSTs se caracterizan por formar parte del mecanismo de desintoxicacion celular
eliminando sustancias nocivas para las células. Estas enzimas catalizan el ataque del
glutation reducido (GSH) sobre el centro electréfilo de la mayoria de estructuras toxicas
(Strange, Spiteri, y Ramachandran, Sudarshan Fryer, 2001). El GSH es un tripéptido que
esta presente en la mayoria de células vivas, se encuentra principalmente en el citosol, y es
el compuesto sulfhidrilo mas abundante en los tejidos animales, tiene una participacion clave
en varios procesos celulares, siendo fundamental para la supervivencia celular. Las
concentraciones de GSH pueden variar con respecto a la situacidon nutricional, equilibrio
hormonal y crecimiento del organismo, una de sus principales funciones es la proteccién

biol6gica a través de la accion de glutation S-transferasas (Corrales y Mufioz, 2002).

El GSH tiene una importante funcién en la detoxificacion de una gran variedad de compuestos
electrofilicos, conjugandose con estos mediante reacciones espontaneas, que se caracterizan
por unir el grupo sulfhidrilo de GSH a los compuestos electréfilos para desactivar el electréfilo y
hacerlo mas soluble en agua. La conjugacién del glutation hace que los productos finales sean
solubles y se eliminen facilmente de la célula para luego ser excretados por la orina o0 heces a

través de la via del acido mercapturico (Denzoin et al., 2013).

La estructura de las GST en general consta de dos dominios, el dominio N-terminal que
conforma la tercera parte de la proteina y refiere a una estructura 3-a, el dominio C-terminal
gue compone dos tercios de la proteina, esta constituido por hélices alfa, y por dltimo, la
parte central de la proteina esta compuesta por tres laminas beta situadas entre hélices alfa
(a- B-a) (Dowd, 1965). ElI dominio N-terminal proporciona el sitio de unién para GSH a la
proteina mediante uniones electrostaticas y puentes de hidrogeno, el sustrato se une a los
residuos pertenecientes al dominio C-terminal, el mismo que proporciona elementos

estructurales para la unién al sustrato (Cowell, Dixon, Pemble, Ketterer, & Taylor, 1988).
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1.4 Glutation S-transferasa P 1 (GSTP1)

La glutatiébn S-transferasa P1 es una proteina que se caracteriza por catalizar la conjugacion
del glutation reducido disminuyendo o eliminando el dafio por varios compuestos

electrofilicos (Castillo, Contreras, Poblano, Posadas, & Ramiréz, 2007).

El gen GSTP1 (glutatibn S-transferasa P 1) pertenece a la familia de genes de clase pi,
localizado en el cromosoma 1113, comprende 7 exones que codifican para la enzima GST
de clase pi. El producto del gen GSTP1 se considera como uno de los principales
antioxidantes presentes tanto en la epidermis como en la dermis, sobreexpresado en una

variedad de tejidos preneoplasicos y neoplasicos (Miranda et al., 2014).

GSTP1 es un gen polimoérfico que esta implicado también en la desintoxicacion de
carcindgenos de aminas electrofilicas y heterociclicas por conjugacion, y en la proteccion de
ADN frente al dafio oxidativo; juega un papel vital en la fase Il de biotransformacién de
carcinbgenos ambientales, contaminantes, farmacos y otros xenobiéticos, por lo tanto,
participa en el metabolismo de compuestos halogenados, moléculas de epdxidos reactivos

de bajo peso molecular (Qadri et al., 2011).

Se han descrito tres alelos diferentes para el gen, GSTP1*A, que es el alelo de tipo salvaje,
GSTP1*B y GSTP1*C. GSTP1*B presenta una transicion A — G en el nucleétido 313 del exén 5,
cambiando el codén 105 de ATC (Isoleucina) a GTC (Valina), esta variante confiere al producto
proteico menor capacidad de desintoxicacion de los metabolitos activos, y puede ser un factor de
riesgo y un indicador de susceptibilidad a cancer por ejemplo (Board et al., 1990). El alelo
GSTP1*C, se caracteriza por dos transiciones de nucleétidos activas, la transicion A

— G observada en GSTP1*B y una transicion C — T, dando como resultado un cambio de
GCG (Ala) —» GTG (Val) en el codon 113 de la proteina, lo que conlleva a una disminucion
de la capacidad de las proteinas pi para catalizar la conjugaciébn de mutagenos,

carcindgenos con GSH (Osman, Akande, Antoun, Mao, y Buolamwini, 1997).
1.5 Polimorfismo Ille105Val (rs1695) de GSTP1

El término polimorfismo, se refiere a la presencia de dos o mas formas de un gen en una
poblacién con una frecuencia igual o mayor al 1%. Los cambios en las secuencia de ADN
pueden producirse tanto en las regiones codificantes (exones) o no codificantes, y puede

determinar o no diferencias fenotipicas (Ariel y Martinez, 2011).
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La gran mayoria de los polimorfismos tienen dos alelos y estan representados por la
sustitucion de una base por otra, es decir, el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), lo
gue puede afectar la funcién de una proteina. En las poblaciones, este tipo de alelos se
clasifican en alelo principal o “silvestre” y alelo raro o mutante. Debido a que los humanos
son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto para el alelo mas
frecuente, heterocigoto, y homocigoto para el alelo menos frecuente (Checa, 2007).

El polimorfismo lle105Val (rs1695) del gen GSTP1 esta presente en el exdn 5 y se caracteriza
por el cambio de adenina (A) por guanina (G) en la posicién 313 de los nucleétidos del gen,
dando como resultado la sustitucién del aminoacido isoleucina por el aminoacido valina en la
posicion 105 de la proteina (Zaki, Moghazy, Deeb, Mohamed, & Mohamed, 2015). Este
reemplazo produce una enzima con alteracién en la actividad catalitica en comparacién con la
forma salvaje, disminuyendo la capacidad de desintoxicacion de metabolitos activos, lo que
podria determinar un riesgo mayor de desencadenar desordenes celulares y desarrollar

condiciones patoldgicas (Ginsberg et al., 2009).

La frecuencia de este polimorfismo varia segun poblaciones, considerando los datos
reportados por NCBI en su base de datos SNPdb, indica una frecuencia de 0.36 para el alelo
G en poblacién europea, de 0.41 en poblacién americana, en poblacién brasilera se ha
reportado el alelo G con una frecuencia 0.31 (Watson, Stewart, Smith, Massey, & Bell,
1998), y en la poblacién de Venezuela se ha encontrado una frecuencia de 0.63 (Chiurillo et
al., 2013).

Estudios realizados demuestran que la variante lle105Val, determina cambios en la actividad
metabdlica de la enzima con respecto a la desintoxicacion, relacionandose con la aparicion
del estrés oxidativo (Stoian et al., 2015) y de diversas enfermedades en cuya etiologia se ha
mencionado la alteracion del estado oxidativo celular (Da Costa, Badawi, y EI-Sohemy,
2012). Se ha determinado que la obesidad puede inducir estrés oxidativo sistémico, y un
aumento de la condicion oxidativa en la grasa acumulada es una causa subyacente para
gue se dé una desregulacién de adipocitocinas y consecuentemente desarrollo de sindrome

metabdlico (Furukawa, Fujita, Shumabukuro, et al., 2004).
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CAPITULO lI: DISENO METODOLOGICO
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2.1 Fin del Proyecto

Este estudio busca contribuir a la sociedad con una investigacién que aporte con datos
sobre polimorfismos del gen GSTP1 en poblacion lojana, asi como con informacién sobre la
relacion de sus variantes genéticas a rasgos bioquimicos de importancia clinica; estas
investigaciones aportan considerablemente en el conocimiento del componente genético
poblacional y de las posibles susceptibilidades frente a enfermedades, permitiendo que se
desarrollen estrategias de prevencién adecuadas.

2.2 Proposito del Proyecto

Analizar en la poblacion lojana la presencia del polimorfismo rs1695 del gen GSTP1, y
evaluar su relacién con el Sindrome Metabdlico.

2.3 Componentes del Proyecto

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1695 del gen GSTP1 en
poblacion lojana.

Determinar la asociacién existente entre el genotipo y sindrome metabdlico o rasgos
bioquimicos relacionados.
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2.4 Poblacion

Este estudio se llevd a cabo en poblacion lojana y fue de tipo observacional. Para el trabajo
se tomd una muestra de sangre periférica a 203 personas, a partir de las cuales se
realizaron las determinaciones bioquimicas y se extrajo el material genético; la edad de los
participantes fue de 50 afios de edad o mas, oriundos de Loja y que estaban en ayuno de 8-
12 horas, todos los participantes accedieron previamente a participar del estudio mediante la

firma de un consentimiento informado.
2.5 Pardmetros bioquimicos y antropométricos

Las determinaciones bioquimicas de glucosa (GLU), colesterol total (CT), lipoproteinas de
baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y triglicéridos (TG), se las realizd
en el Laboratorio de Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de Loja,
siguiendo procedimientos y reactivos estandarizados para el espectrofotometro de

Humalyzer 3000 Human.

Se analizaron también parametros como presion arterial en milimetros de mercurio (mmHg),
peso en kilogramos (Kg), talla en metros (m), cintura y cadera en centimetros (cm). Para
evaluar el sobrepeso y la obesidad se utilizé el indice de masa corporal (IMC), y el indice de

cintura cadera (ICC) se utiliz6 para determinar obesidad central.

IMC = Peso (Kg) / Estatura (m?)
ICC= diametro de la cintura en cm / diametro de la cadera en cm

2.6 Extraccion de ADN y genotipado.

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico mediante el kit comercial “Wizard Genomic DNA
Purificacion” (Promega) y se cuantificO en el espectrofotdmetro Nanodrop ND 2000c
(Thermo Scientific).

Para el genotipado se empled la técnica PCR — RFLPs, amplificando un fragmento de 433
pares de bases del gen GSTP1 correspondiente al exén 5, mediante PCR convencional
utilizando primers especificos segun lo descrito por Sailaja et al., (2010). Las condiciones de
la PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos; desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, anillamiento a 58.4°C por 30 segundos, extension a 72°C por 30

segundos y extension final a 72°C por 7 minutos.

La digestion del amplicon se realiz6 con la enzima BsmAl (Invitrogen) durante 5 horas a
37°C seguido de inactivacion durante 20 minutos a 65°C. El producto obtenido se separ6 por
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electroforesis en un gel de agarosa al 2% por una hora y con un marcador molecular de
100pb (Invitrogen), la determinacion de los genotipos se lo realizé segun el patrén de

bandas como se indica en la figura 3.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa del producto
de PCR digerido con la enzima BsmAl.

Las muestras 1 y 2 corresponden al genotipo A/A
(bandas de 105 y 328pb), la muestra 3 al genotipo G/G
(bandas de 105, 106 y 222pb), y las muestras 4 y 5 al
genotipo A/G (bandas de 105, 106, 222 y 328pb).
M=marcador de 100 pb.

Fuente: Autor

Elaboracion: Autor

2.7 Andlisis estadistico

Se determinaron las frecuencias genotipicas, alélicas y el equilibrio de Hardy Weinberg para
los datos obtenidos de la poblacion analizada. Los datos generales de la poblacién se
presentan en tablas con valores de media, desviacidn estandar y porcentajes, segun el caso.
La relacion entre el polimorfismo y los parametros clinicos se analiz6 mediante el test OR,
considerando al sexo, edad e IMC como variables de ajuste; pruebas no paramétricas se
emplearon para analizar las diferencias de los pardmetros bioquimicos segun el genotipo.
Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Para los andlisis se

utilizo el paquete estadistico SPSS v15.0.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Resultados
3.1.1 Caracteristicas generales de la poblacién

La poblacion estudiada consta de 203 personas de las cuales 133 son mujeres y 70
varones, en la tabla 1 se muestran la media y la desviacion estandar de los parametros
bioquimicos y antropométricos evaluados, asi como también los porcentajes de los

parametros clinicos considerados en la poblacién estudiada segun el sexo.

Tabla 1. Parametros antropométricos, bioquimicos y clinicos de la poblaciéon estudiada.

Parametros Poblacién Masculino Femenino Valores de
General n (70) n (133) referencia OMS
Edad 69,29 +11,55 |73,00+12,13 69,29 + 11,55*
IMC (kg/m?) 27,31 £ 4,59 26,72 + 3,54 27,59 + 5,01 <25,0 kg/m?
ICC 0,89+0,11 0,94 + 0,10 0,88 £0,11* M= 0,78 — 0,94
F=0,71-0,84

PAS (mmHg) 125,92 + 19,58 | 128,74 + 22,78 | 124,49 +17,68 < 120mmHg
PAD (mmHg) 71,57 £10,75 |72,12 £11,90 |71,30+ 10,17 < 80mmHg
Glucosa (mg/dL) 106,26 + 27,81 | 103,41 + 22,67 |107,95 + 30,13 < 110 mg/dL
TG (mg/dL) 173,96 + 86,21 | 176,08 + 93,07 |172,86 + 82,77 <150 mg/dL
CT (mg/dL) 170,47 + 48,06 | 159,77 + 43,50 | 176,10 + 49,52* < 200 mg/dL
HDL (mg/dL 51,74 £ 18,95 48,93 + 18,77 53,23 + 18,95 M >40; F >50
LDL (mm/dL) 87,87 + 44,36 80,57 + 37,71 91,67 +47,14 <100 mg/dL
Obesidad (%) 20,75 14,0 27,5%
Obesidad Central 44.6 5.7 64.7%
(%)
Diabetes Tipo 2 (%) 17,24 17,1 17,3
Hipertension (%) 41,05 41,3 40,8
SM (%) 63,40 58,5 68,3

IMC: indice de masa corporal, ICC: indice cintura cadera, PAS= Presion arterial Sistdlica,
PAD=Presion arterial diastolica, TG=Triglicéridos, CT=Colesterol total, HDL=Lipoproteina de alta
densidad, LDL=Lipoproteina de baja densidad. * p< 0,05 calculado con la prueba de U Mann-

Whitney entre sexos.
Fuente: autor
Elaboracion: Autor

3.1.2 Andlisis genético: frecuencias alélicas y genotipicas

Los genotipos del polimorfismo llel05Val del gen GSTP1 encontrados en la poblacién
estudiada fueron A/A, AIG, G/G, siendo mas frecuente el genotipo A/G con un 48.00%. El
alelo méas frecuente fue el alelo G con un 60%. El andlisis de las frecuencias del
polimorfismo indica equilibrio de Hardy Weinberg en la poblacion analizada (p=0.98). La

distribucion de las frecuencias en porcentajes se detalla en la tabla 2.
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo lle1l05Val del gen GSTPL1.

Polimorfismo Alelos/Genotipos N (%)
A 64 (40)
G 146 (60)
lle105Val A/A 32 (15.8)
AlG 97 (48,0)
GIG 73 (36,1)

Muestras genotipadas = 202
Fuente: autor
Elaboracién: autor

3.1.3 Andlisis del polimorfismo llel05Val del gen GSTP1 (rs1695) con alteraciones
metabdlicas.

Se evalud la relacién entre el polimorfismo y alteraciones metabdlicas (diabetes tipo 2,
obesidad, hipertension, sindrome metabdlico) en poblacion general utilizando el modelo
aditivo mediante el test de OR ajustado por sexo, edad e IMC; ninguno de los valores que

se obtuvieron mostro datos significativos como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Evaluacion del polimorfismo rs1695 y alteraciones metabdlicas.

Alteraciones IC 95%
OR Inferior Superior
Diabetes Tipo 2 0,778 0,442 1,368
Obesidad 0,915 0,531 1.575
Hipertensién 0,997 0,630 1,577
Sindrome Metabdlico 1,259 0,770 2,058

Fuente: autor
Elaboracién: autor

Al evaluar el efecto del polimorfismo en estas enfermedades separando por sexo, se
encontré una relacion significativa entre esta variante genética y el SM en hombres,

indicando que existe mayor riesgo de padecer SM en hombres portadores de la variante.

Tabla 4. Evaluacioén del polimorfismo rs1695 y alteraciones metabdlicas en el sexo masculino.

Parametros IC 95% para OR p
OR Inferior Superior
Diabetes Tipo 2 2,427 0,667 8,830 0,179
Obesidad 1,298 0,333 5,054 0,707
Hipertensién 1,416 0,591 3,393 0,436
Sindrome Metabdlico 2,816 1,081 7,339 0,034

Fuente: Autor
Elaboracion: Autor

20



3.1.4 Andlisis del polimorfismo lle1l05Val (rs1695) del gen GSTP1 con
pardmetros bioquimicos, clinicos y antropomeétricos.

Las diferencias en los parametros estudiados se analizaron mediante estadistica no
paramétrica considerando los genotipos A/A, A/G, G/G del polimorfismo llel05Val, pero no
se encontraron diferencias significativas en los valores obtenidos en la poblacion general
(datos no mostrados). Sin embargo, se encontraron diferencias al evaluar por sexo en los
valores de triglicéridos en hombres, en los cuales se observa un aumento en la

concentracion de triglicéridos en los portadores del alelo G (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros bioguimicos/clinicos segun el genotipo del polimorfismo lle105Val en
poblacién masculina.

Parametros Genotipos

A/A AIG G/G
Edad (afios) 77,50+ 7,85 72,10 £11,81 72,59+ 13,82
IMC (kg/m2) 27,76 + 2,80 26,31 +4,08 27,01+ 2,79
ICC 0,96+ 0,04 0,94 + 0,06 0,92+ 0,14
PAS (mm/Hg) 127,66 + 25,88 | 126,09 + 22,83 133,04 + 21,84
PAD (mm/Hg) 74,66+ 10,42 71,19 £12,58 72,40+ 11,81
HDL (mg/dL) 55,07+ 29,71 |4553 +12,90 51,25+ 20,19
LDL (mg/dL) 77,58+ 46,34 82,07 + 39,58 79,76+ 32,43
TG (mg/dL) 123,97 £ 50,14 167,32 + 75,20 208,84 + 116,04 *
CT (mg/dL) 162,26 + 50,57 154,54 + 47,41 166,11 + 34,84
Glucosa (mg/dL) 98,57 + 18,45 99,28 + 17,67 11,13+ 28,48
Obesidad (%) 14,3 12,9 15,8
Obesidad —Sobrepeso (%) 85,7 56,3 77,3
Hipertension (%) 33,3 40,6 45,5
Diabetes tipo 2 (%) 20,0 11,4 24,0
Sindrome Metabdlico 37,5 51,5 75,0

Estos datos representan la media y desviacion estandar de los parametros bioquimicos/clinicos: IMC=
indice masa corporal; PAS= Presién arterial sistélica; PAD= Presion arterial diastolica; TG=
Triglicéridos; CT= Colesterol Total; HDL= Lipoproteina de alta densidad, LDL=Lipoproteina de baja
densidad. *= p< 0,05 calculado con la prueba de Kruskal-Wallis.

Fuente: autor

Elaboracion: autor

21



3.2 Discusion

Las alteraciones metabdlicas se consideran como enfermedades crénicas multifactoriales,
influidas por factores metabdlicos, genéticos y culturales que tienen una gran trascendencia
socio-sanitaria y economica a nivel mundial, que suponen un problema social y de salud

publica de gran magnitud (Crepaldi y Maggi, 2006).

En el presente estudio, realizado en la poblacién lojana, se determin6 una frecuencia de
63.40% de sindrome metabdlico en la poblacion total analizada, obteniendo una mayor
frecuencia en mujeres, resultados que coinciden con estudios encontrados en Lima (Perd) y
en Santiago (Chile) en donde también se indica una mayor frecuencia de sindrome
metabdlico en mujeres (Aliaga et al., 2014). Al comparar los resultados de este trabajo con
los datos reportados a nivel nacional por la encuesta de salud ENSANUT 2012-2013,
resultan ser superiores, ya que para la poblacion general ecuatoriana se indica un
prevalencia de sindrome metabdlico del 53%, también con predominio en el sexo femenino

al igual que en la mayoria de paises de América Latina (Escobedo et al., 2009).

La prevalencia en Ameérica Latina de obesidad y diabetes es de 23% y 15,7%,
respectivamente (FAO, 2017; Vargas y Casas, 2016), en el presente estudio existen valores
similares, se observo una frecuencia de 20,75% de obesidad, 17,24% para diabetes tipo 2.
El porcentaje de hipertensién que se ha reportado en América Latina segun la OPS/OMS
(2016) se encuentra entre el 20% y el 40% en adultos, en este estudio se observd un
41,05%. Las diferencias encontradas en la poblacién analizada y lo reportado para América
Latina, podrian obedecer a las variaciones de edad y composicién genética de cada
poblacién (Wacher, 2009).

Segun algunos estudios el polimorfismo lle105Val del gen GSTP1 es un factor de riesgo genético
para el desarrollo de alteraciones metabdlicas, por lo tanto, existe un interés creciente en el
papel que pueden desempeniar los polimorfismos en la disminucion de la funcién de las enzimas
de desintoxicacién y en la etiologia y progresion de alteraciones metabdlicas (Amer, Ghattas,
Abo-Elmatty, y Abou-El-Ela, 2011; y Matsuda y Shimomura, 2013). En la presente investigacion,
el estudio del polimorfismo lle105Val en poblacion lojana indica una frecuencia del 40% para el
alelo A y un 60% para el alelo G; estos resultados concuerdan con un estudio realizado en
poblacién americana en donde se muestra un frecuencia de 46% para el alelo A y un 54% para
el alelo G, donde también indica como alelo mayoritario al G (Ginsberg et al., 2009), sin
embargo, en paises como Brasil se ha determinado mayor porcentaje para el alelo A con un 73%
(Miranda et al., 2014). Se debe
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tomar en cuenta que el componente genético poblacional puede variar segun el grupo étnico
analizado, lo que puede explicar las discrepancias entre estudios (Sailaja, Surekha, Rao,
Rao, & Vishnupriya, 2010).

La presencia del polimorfismo llel05Val se ve directamente asociado con un sistema de
defensa més débil y un mayor estrés oxidativo, que segun lo reportado en diferentes
estudios, confieren susceptibilidad para desarrollar diabetes mellitus tipo 2, hipertension y
obesidad; un estudio realizado en poblaciéon de Iran indica que las personas con menor
capacidad antioxidante tienen un mayor riesgo de padecer obesidad, hipertension,

disfuncién endotelial y sindrome metabdlico (Saruwatari et al., 2013).

En este trabajo se encontr6 una relacion entre el polimorfismo llel05Val (rs1695) y sindrome
metabdlico en hombres, asi como también, con el incremento en los valores séricos de
triglicéridos en el mismo sexo, situacién que se relaciona directamente con SM, puesto que
constituye uno de los factores que se analizan para su diagnéstico. Si bien no se ha
reportado una relacion directa de este polimorfismo con SM, estudios previos indican que
existiria una relacion entre el estrés oxidativo y la enfermedad (Ruskovska, Bernlohr, 2013;
Codoiier, Valls, Arilla, y Alonso, 2011). No se han reportado estudios que indiquen relacion
entre el polimorfismo y el SM en América del Sur, sin embargo, un estudio realizado en
Brasil, determino una relacién significativa entre la variante y obesidad en pacientes
mayores a 60 afios, considerando su relacién con el SM, se puede determinar que un
desequilibrio oxidativo podria ser un factor importante involucrado en la patogénesis de SM
(Chielle, Fortuna, y Maziero, 2016). Un desequilibrio oxidativo celular en la grasa acumulada
seria, al menos en parte, la causa subyacente de la desregulacion de las adipocitocinas y el
desarrollo de SM, ademas, el desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno y los
antioxidantes aumenta la resistencia a la insulina desencadenando diabetes mellitus tipo 2
(Furukawa, Fujita, Shimabukuro, et al., 2004).

Los polimorfismos de glutation S-transferasa que dan como resultado una actividad
disminuida o ausente de la proteina podrian estar relacionados con alteraciones
metabdlicas, considerando el desequilibrio oxidativo como base para originarlas (Amer,
Ghattas, Abo-Elmatty, & Abou-EI-Ela, 2011). El equilibrio oxidativo celular esta determinado
por la tasa de produccién de especies reactivas de oxigeno y la capacidad del sistema
antioxidante, una alteracion de este equilibrio a favor de los procesos oxidativos desempefia
papeles cruciales en mudltiples sistemas fisiolégicos y causan dafos irreversibles a nivel
celular causando adiposidad abdominal e insulinorresistencia que a la vez son factores que
desencadenan y forman parte del sindrome metabdlico (Rafiee, Shokouh, Roohafza,
Mansourian, y Javanmard, 2016).
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Las relaciones de este y otros polimorfismos con diversas alteraciones son de gran
importancia clinica y en salud publica, por lo que estudios del componente genético
poblacional son importantes para que se establezcan protocolos de tratamiento y prevencion
gue mejoren la salud poblacional (Dadbinpour, Sheikhha, Darbouy, y Afkhami-Ardekani,
2013).
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CONCLUSIONES

En la poblacién lojana analizada se encontrdé un 63.40 % de sindrome metabdlico, 20.75%
de obesidad, 17.24% de diabetes; en el caso de obesidad la diferencia entre sexos fue

significativamente mayor para las mujeres.

El alelo G del polimorfismo lle105Val (rs1695) del gen GSTP1 se observa una frecuencia de
60% y el alelo A en un 40%.

La presencia del alelo G se relacion6 con sindrome metabdlico y concentraciones elevadas

de triglicéridos en hombres.
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RECOMENDACIONES

La importancia que tienen los sistemas enzimaticos de desintoxicacion celular y la bdsqueda
de efectos de interacciones genes-ambiente en estudios epidemiologicos, motiva a realizar
mas investigaciones en ésta area con el fin de comprender las variaciones genéticas y su
influencia en el desarrollo de enfermedades o alteraciones metabdlicas en diferentes
poblaciones. En este sentido, se recomienda realizar estudios en los cuales se incluya otras
variantes de genes detoxificadores, y/o estudios funcionales que permitan validar el efecto

de las variantes genéticas a nivel clinico.
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