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RESUMEN

Las Glutation S-transferasas (GST) constituyen una de las principales enzimas
detoxificadoras de xenobibticos y sustancias nocivas para las células, protegiéndolas de los
productos del estrés oxidativo. El estrés oxidativo puede contribuir al desarrollo de
alteraciones cardiovasculares, diabetes tipo 2, alteraciones neurodegenerativas, alteracion
en triglicéridos, entre otras. Los miembros GSTM1 y GSTT1 de la familia GST, presentan
polimorfismos de delecién o alelos nulos, con la consecuente pérdida de funcidon enzimatica,
lo que podria relacionarse con dafo celular por agentes oxidantes, y alteraciones cronicas.
El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia de alelos nulos de los genes
GSTT1 y GSTM1 en muestras de poblacién lojana y evaluar su relacidon con parametros
bioquimicos, antropométricos o alteraciones metabdlicas. Se analizé un total de 399
muestras, mediante PCR multiplex. La frecuencia de alelos nulos de GSTT1 y GSTM1 fue
de 32.6% y 36.1%, respectivamente; y la combinaciéon de ambos alelos nulos fue de 12.3%.
Se encontrd asociacion del alelo nulo de GSTT1 con la disminucion de IMC, sobrepeso -

obesidad y niveles de LDL, tanto de forma individual como en haplotipo con GSTM1.

PALABRAS CLAVE: estrés oxidativo, Glutation S-transferasa, alelos nulos



ABSTRACT

The Glutathione S-transferases (GST) constitute one of the main detoxifying enzymes of
xenobiotics and substances harmful to cells, protecting them from the products of oxidative
stress. Oxidative stress can contribute to the development of cardiovascular disorders, type 2
diabetes, neurodegenerative disorders, alteration in triglycerides, among others. The GSTMA1
and GSTT1 members of the GST family present deletion polymorphisms or null alleles, with
the consequent loss of enzymatic function, which could be related to cell damage by
oxidizing agents, and chronic alterations. The objective of the present study was to
determine the frequency of null alleles of the GSTT1 and GSTM1 genes in samples from the
Loja population and to evaluate their relationship with biochemical, anthropometric
parameters or metabolic alterations. A total of 399 samples were analyzed using multiplex
PCR. The frequency of null alleles of GSTT1 and GSTM1 was 32.6% and 36.1%,
respectively; and the combination of both null alleles was 12.3%. There was an association
of the null allele of GSTT1 with the decrease in BMI, overweight - obesity and LDL levels,
both individually and in a haplotype with GSTM1.

KEYWORDS: oxidative stress, Glutathione S-transferase, null alleles



INTRODUCCION

Las Glutatién S-tranferasas (GST), pertenecen a una familia de enzimas de gran importancia
en mecanismos de desintoxicacion celular, eliminando xenobidticos o sustancias nocivas

para las células ( Strange, Spiteri, Ramachandran & Fryer, 2001).

Dos miembros de esta superfamilia, GSTM1 y GSTT1 exhiben alelos nulos, polimorfismos
genéticos que representan las deleciones completas de los genes, resultando en la pérdida
de la actividad enzimatica y confiriendo en principio mas susceptibilidad a dafos en

biomoléculas como el ADN en los individuos portadores (Rebbeck, 1997).

Moléculas tales como hidrocarburos aromaticos epoxidicos y productos de estrés oxidativo
tales como hidroperéxidos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, diol epdxidos son
catalizados y destoxificados principalmente por GSTM1, mientras que los constituyentes del
humo del cigarrillo tales como haluros de alquilo, bezo pireno diol epdxido, acroleina son
catalizados y desintoxicados por GSTT1 (Kim et al., 2002). Tanto la enzima GSTT1 como la
GSTM1 son conocidas por su capacidad de catalizar la desintoxicacion de oxigeno reactivo
y los productos de la peroxidacion lipidica, por esta razdn la inactividad enzimatica de éstas

estaria relacionada con estrés oxidativo (De Mendonga, Alcala, & Fernandez-Mestre, 2016).

El estrés oxidativo (EO) se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan dafo
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa. El dafo celular que producen las ER y los RL, ocurre en las
proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de carbono
y acidos nucleicos, lo que provoca cambios bioquimicos vy fisiolégicos en la célula. Las ER
incluyen a las de oxigeno (ERO), hierro (ERH), cobre (ERC), asi como a las de nitrdgeno
(ERN), se forman como productos del metabolismo de los RL y aunque no todas son de esta
clase, son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en RL, lo que les confiere la
caracteristica de ser compuestos muy dafiinos para las células (Ramos, Batista, Gomez, &
Zamora, 2006).

Los miembros de la familia GST son criticos para proteger las células del estrés oxidativo
(Hayes, Flanagan & Jowsey, 2005), por lo tanto, se ha propuesto que un sistema de defensa
antioxidante mas débil y un mayor estado oxidativo celular podrian ser factores causales

para el desarrollo de alteraciones metabdlicas como la obesidad (Lee et al., 2015) y diabetes



mellitus (Ramos et al., 2006), constituyéndose en un factor de riesgo importante a estudiar

de estas alteraciones que afectan considerablemente a la poblacional mundial.
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1.1. Glutatién S-transferasas (GST)

Las glutation-S-transferasas (GST) constituyen un gran grupo de proteinas multifuncionales
localizadas en el citosol, la mitocondria y la membrana de las células (Nelson, Rodriguez,
Dawson, Galvez, & Evans, 2008). Son enzimas que pertenecen a la fase Il de
biotransformacion, estas enzimas cumplen la funcion de desintoxicar los compuestos
endogenos y brindar protecciéon celular contra el dafo causado por carcinogénicos y/o
agentes citotdxicos (Zuntar et al., 2004 & Uzunog lu et al., 2006)

Las GST mediante la fase Il de biotransformaciéon convierten los compuestos carcinégenos
endogenos y/o exdgenos activos en compuestos que son menos toxicos y a su vez mas
solubles en agua, y son mas facilmente eliminados por la orina o la bilis; mediante esta
accién se logra desintoxicar al organismo y proteger a las células de los posibles dafios al
ADN, proteinas y lipidos (Cotton, Sharp, Little & Brockton, 2000, Kasthurinaidu, Ramasamy,
Ayyavoo, Dave, & Adroja, 2015)

Segun Da Costa, et al., (2012) los antioxidantes enddgenos incluyen las enzimas
antioxidantes como glutatién S-transferasas. Estas enzimas metabolizan especies reactivas
y sus subproductos, reduciendo el estrés oxidativo, por lo que variaciones en los genes que
codificacién estas enzimas podrian afectar su actividad y, por lo tanto, incrementar el riesgo

de desarrollo de enfermedades (llustracion 1).

Las GST se dividen en al menos ocho clases: alfa (GSTA), mu (GSTM), pi (GSTP), sigma
(GSTS), theta (GSTT), kappa (GSTK), zeta (GSTZ) y omega (GSTO) de acuerdo con la
especificidad del sustrato y similitudes de la estructura terciaria e identidad inmunolégica de

las enzimas (Strange et al., 2001).
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llustracion 1. Agentes externos causantes del estrés oxidativo y patologias asociadas
Fuente: Da Costa et al., 2012.
Elaborado por: Da Costa et al., 2012.

Estructuralmente las GST suelen formar dimeros en los que predominan interacciones
hidrofébicas entre residuos del dominio 1 de una subunidad con el dominio 2 de otra. Cada
subunidad presenta dos dominios, el dominio 1 se encuentra en el extremo N-terminal y
consta de cuatro hojas B con tres a-hélices flanqueantes; este dominio esta altamente
conservado y proporciona la mayor parte del sitio de enlace de GSH, esta conectado al
dominio 2 por una secuencia de union corta. EI dominio 2 comienza en el extremo C-
terminal, y contiene un namero variable de hélices alfa segun el tipo de GST, 5 en las de
clases piy mu, y 6 en las alpha. Este dominio contribuye también con residuos que forman
parte del sitio de union a GSH (llustracion 2). Las diferencias en el dominio C-terminal
pueden ser responsables de las diferencias en la especificidad del sustrato entre las tres
clases de GST (Sheehan et al., 2001).
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llustracion 2. Estructura de GST

A: Dimero de GST alpha, las subunidades se distinguen en colores verde y azul. En rojo
se indica el ligando con el que se cristalizd la enzima. En amarillo residuos de tirosina o
serina cataliticamente importantes

B: Los dominios N-terminal y C-terminal estan representados en azul y rojo,
respectivamente. El residuo esencial para la actividad catalitica esta en amarillo, el
ligando con el que se cristalizd en verde. Las hebras de unién que conectan los dos
dominios en violeta. El diagrama corresponde a la subunidad GST omega

Fuente: Sheehan et al., 2001.

Elaborado por: Sheehan et al., 2001.

Dentro de las enzimas GST, los miembros GSTM1 y GSTT1 pueden presentar pérdida de
funcién asociada a una delecién (alelo nulo). En estudios se ha indicado que bajo estas
circunstancias se modifica la capacidad de desintoxicacion de individuos expuestos a
contaminantes carcinégenos (Strange et al., 2001, Hayes, Flanagan & Jowsey, 2005;
Carpio, 2009; Pozo, 2017), principalmente considerando que la respuesta individual a los

factores toxicos esta condicionada genéticamente (Ussategui et al., 2014).

1.2. Gen GSTM1

La Glutation S-transferasa M1 (GSTM1), miembro mu de la familia de GST, esta involucrada
particularmente en la desintoxicacién de intermediarios carcindgenos de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, como el benzo (a) pireno (Bajpai, Tripathi, & Agrawal, 2007). Entre
los sustratos que interviene esta enzima incluyen productos del estrés oxidativo y derivados
de la activacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos que se pueden encontrar en el
medio ambiente como en el aire, agua, humo del cigarrillo, medicamentos o alimentos
(Strange et al., 2001).

El gen humano GSTM1 contiene ocho exones, estd ubicado en la regién 1p13.3. El

polimorfismo mas comun en GSTM1 es una delecién de todo el gen (genotipo "nulo")
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(Saruwatari et al., 2013). Se conoce que existen tres alelos diferentes en el mismo locus,
incluida la eliminacién del gen, y otras dos (GSTM1a y GSTM1b) diferenciados por la
sustitucion de C a G en la posicion 534 (Gattas et al., 2004). Esta enzima se expresa en
higado, estdbmago, cerebro y otros tejidos. Los portadores del genotipo nulo presentan
deficiencias desintoxicadoras y se han asociado con el riesgo a desarrollar varias neoplasias
(Oda, Kobayashi,Ooi,Muroishi & Nakanishi, 1999; Wang et al., 2009).

El analisis molecular ha revelado que el gen GSTM1 esta flanqueado por dos regiones casi
idénticas de 4,2 kb (llustracion 3), la deleccion tiene un aproximado de 16 kb, causada por
una recombinacion homodloga, donde se involucran ambas regiones idénticas (Gonzalo,
2016). La deleccién no afecta al resto de las estructuras, quedando de esta manera intactas
las regiones génicas de las demas isoformas (Abu-Amero, Al-Boudari, Mohamed & Dzimiri,
2006).

GSTM 4 GSTM 2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3
- ’ ! ™
Wild-type allele = . 1

llustracion 3. Delecién del gen GSTM1.
Elaborado por: Parl, 2005.
Fuente: Parl, 2005.

1.3. Gen GSTT1

La Glutatiéon S transferasas T1, es codificada por el gen GSTT1, el cual ha sido altamente
conservado durante la evolucién, participa en la biotransformacién de fase Il especialmente
de quimicos industriales, drogas citotoxicas, hidrocarburos, halogenados y 6xido de etileno
(Bajpai et al., 2007; Ozten, Sunguro, & Bosland, 2011). Ademas, esta implicado en la
conjugacion de sustancias quimicas utilizadas en la industria como diclorometano y 6xido de
etileno, asi como también conjugacion de epéxidos, como los derivados de los componentes
del humo del cigarrillo, del propano o del etileno; y otros metabolitos reactivos, como los
derivados de metanos y etanos halogenados (Santacoloma & Camargo, 2010 & Sanchez,
2009).



El gen humano GSTT7 contiene seis exones ubicados en 22qg11.23 y se encuentra
separados por unos 50 kb del gen GSTT2 (Gonzalo, 2016;Saruwatari et al., 2013). Estas
isoenzimas tienen especificidades de sustrato significativamente diferentes, y la alineacion
de sus secuencias de aminoacidos muestra solo el 55% de identidad (Tan, Webb, Baker, &
Board, 1995; Coggan, Whitbread, Whittington & Board, 1998). Se expresa constitutiva y
diferencialmente en una amplia variedad de tejidos, altos niveles se detectan en el tracto
gastrointestinal, pulmén, rindn, cerebro, musculo esquelético, corazén, bazo y eritrocitos
(Landi, 2000).

El gen GSTT1 se incrusta en una regién con amplias homologias y flanqueado por dos
regiones HA3 y HAS5. El alelo nulo GSTT1 surge por recombinacion homdéloga de regiones
homdlogas, lo que resulta en una delecién de 54 kb que lo contiene (llustracion 4) (Li et al.,
2015).

HA3 GSTT1 HA5  GSTT2 GSTT2P
> il ~50kb ~~<__ DDCT DDCT
/// [ W e s
Wild-typé allele % B
f

-

l' S
Null allele —=afe="

llustracion 4. Delecion del gen GSTT1.
Fuente: Parl, 2005.
Elaborado por: Parl, 2005.

1.4. Alelos nulos de GSTM1y GSTT1

Las frecuencias de los genotipos nulos de GSTMT y GSTT1 varian de acuerdo con la
poblacién analizada. El analisis del alelo nulo de GSTM1 en poblaciones africanas oscila
entre el 23% y el 48%, en Asia del 33% al 63%, y en Europa del 39% al 62%. Los datos
publicados en América refieren que en Estados Unidos las frecuencias son del 23% al
62%.En estudios que incluyen sujetos hispanos / mexicanoamericanos, el rango es del 40%
al 53% (Cotton, Sharp, Little, & Brockton, 2000).
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El alelo nulo de GSTT1 se ha reportado en Asia con una frecuencia que oscila entre el 16%
al 64%; mientras que en China, Japon, Corea y Singapur se indica un 44%. El rango de
frecuencias en tres series africanas (poblaciones africanas, afroamericanas y blancas) es
del 15% al 26%, y en Europa, es del 10% al 21%. En Estados Unidos el rango de
frecuencias es 10% al 36% y en mexicano-americanos es de 10% al 12% (Cotton, Sharp,
Little & Brockton, 2000). Varios estudios poblacionales han informado una prevalencia que
varia del 47% al 58% para el genotipo nulo de GSTM1, y del 13% al 25% para el GSTT1
nulo (Rebbeck, 1997; Garte et al., 2001)

Tanto la enzima GSTT1 como la GSTM1 son conocidas por su capacidad de catalizar
reacciones implicadas en la desintoxicacién de oxigeno reactivo y los productos de la
peroxidacion lipidica (Pinhel, Nakazone, Cacao, Piteri, Dantas, Godoy & Souza, 2008), por
esta razdén su inactividad enzimatica se relaciona con una mayor exposicion al estrés
oxidativo (Uzunoglu et al., 2006). Ciertos estudios comunican que GST influye en el riesgo
de enfermedad, posiblemente, por su participacion en la proteccién celular contra productos

citotoxicos (Mann, Davies, Boggild, Alldersea, Fryer, Jones & Hawkins, 2009).

El alelo nulo de GSTT7 ha mostrado relacion sobre las complicaciones diabéticas, el
genotipo de delecion homocigota, que reduce la actividad de GSTT1, se asocid con
enfermedad renal en etapa terminal en pacientes diabéticos. La diabetes puede producir
mucho mas estrés oxidativo por lo que requiere mas antioxidantes para reducir el estrés.
(Wang, Zhang & Li, 2006; Yang, Kao, Chang, Chung, Chen, Tsai & Chang, 2004). GSTT1y
GSTM1 de doble delecion se asocia con hipertrigliceridemia y bajos niveles de colesterol
HDL; asociandose potencialmente con el riesgo de enfermedad arterial coronaria, lo que
proporciona un vinculo entre el metabolismo lipidico y la actividad de GST. (Maciel, Pereira,
Silva, Rodrigues, Mill, & Krieger, 2009; Webb, Vaska, Coggan & Board, 1996).
Recientemente, el genotipo nulo GSTT7 o los genotipos nulos GSTT1T y GSTM1 que
interactian con el estado actual de fumar tienen un factor de riesgo genético para el
desarrollo de diabetes tipo 2 y sus complicaciones cardiovasculares, esto posiblemente por
la sensibilidad de las células B al estrés oxidativo (Afrand, Khalilzadeh, Bashardoost &
Sheikhha, 2015).
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1.5. Estrés oxidativo

El dafo o estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diferentes
fuentes que ocasionan la ruptura del equilibrio que existe entre las sustancias o factores pro-
oxidantes y diversos mecanismos antioxidantes, que son los encargados de eliminar
especies quimicas. El EO conlleva a la presencia de ciertas alteraciones de la relacion
estructura-funcién tanto a nivel de érganos, sistemas o grupos celulares especializados; por
lo que, es reconocido como mecanismo general de dafo celular, asociado con la

fisiopatologia primaria o la evolucion de entidades clinicas (Justo & Gutiérrez, 2002).

La produccién incontrolada de radicales libres de oxigeno danan las macromoléculas
(lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos) y alteran los procesos celulares
(funcionalidad de las membranas, produccion de enzimas, respiracion celular, induccion
génica, etc.) (Elejalde Guerra, 2001). El organismo que se encuentra en condiciones
fisiolégicas normales, neutraliza las moléculas oxidantes a través de algunos mecanismos
antioxidantes tanto la produccion de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa,
catalasa, glutatién peroxidasa entre otras, y de esta manera prevenir el dafio oxidante. El
EO es una condicibn que se manifiesta cuando los mecanismos antioxidantes son
superados por la produccion de sustancias altamente reactivas, lo cual se ve relacionada
con numerosas enfermedades como cancer, diabetes y alteraciones cardiovasculares
(Saavedra et al., 2010).

Cuando el estrés oxidativo es leve, las defensas antioxidantes bastan para reponer dicho
balance. Pero cuando el estrés oxidativo es grave llega a alteraciones en el metabolismo
celular, como por ejemplo el rompimiento de ADN, dafio a los transportadores de membrana
de iones, aumento de la concentracién de calcio intracelular, descompartamentalizacion de
iones de Fe*? y Cu*?, y otras proteinas especificas, y peroxidacion de lipidos (llustracion 5).
Factores como edad, efectividad de las defensas antioxidantes, el estado nutricional y
factores genéticos que codifican sistemas antioxidantes estarian relacionados con la

magnitud del dafio que el EO ocasiona al organismo (Martinez, Vargas, & Arancibia, 2003).

12



Radical libre

Daiic en la membrana l
celular —
[N
Mitocondrias Z) e
Invasién de calcio v !4}', Reticulo
radicales libres a través ﬂdapla’smicu

dela membrana D {t'
Ca? ¥
4 Niicleo
<%=

&1
o

Golgi \\
N\

Membrana celular

P
{

porradicales
libres

) DNA

llustracion 5. Dafio celular por radicales libres
Fuente: Saavedra et al., 2010.
Elaborado por: Saavedra et al., 2010.
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CAPITULO II:
DISENO METODOLOGICO
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21. Findel Proyecto

Este estudio busca contribuir a la sociedad, mediante el analisis de los alelos nulos de los
genes GSTT1y GSTM1, con informacion sobre el componente genético de la poblacion y
sus posibles factores de riesgo genético al desarrollo de enfermedades, lo cual puede

traducirse en el desarrollo de medidas de prevencidén adecuadas.

2.2. Propésito del Proyecto

Determinar la frecuencia de los alelos nulos de los genes GSTT7y GSTM1 en la poblacién

lojana, y evaluar su relacién con datos bioquimicos y/o clinicos.

2.3. Componentes del proyecto

Determinar la frecuencia de los alelos nulos de los genes GSTT1y GSTM1 en la poblacién

evaluada.

Determinar la asociacion de los alelos nulos y parametros bioquimicos o alteraciones

metabdlicas.

2.4. Muestras

La presente investigacion fue de tipo observacional, en la cual se analizé un total de 399

muestras del banco de ADN del Laboratorio de Genética Humana de la UTPL.

Las muestras analizadas corresponden a individuos con una edad promedio de 62.74 +
10.39 anos, 160 hombres y 239 mujeres, con informacion de datos antropométricos y
bioquimicos como: peso (Kg), talla (m), diametro de la cintura y cadera (cm), presién arterial
sistolica y diastdlica (mmHg), indice de masa corporal (IMC), glucosa (GLU), colesterol total
(CT), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL),
triglicéridos (TG) y hemoglobina glicosilada (HbA1c), asi como también, informacion clinica

sobre el padecimiento de alteraciones metabdlicas.

15



2.5. Analisis Genético

2.5.1. Determinacion de alelos nulos de GSTT1y GSTM1

La deteccion de estos polimorfismos se realiz6 mediante la técnica molecular PCR multiplex,
la cual permite amplificar mas de una secuencia en una sola reaccion. Se emplearon
primers especificos para la amplificacién de fragmentos determinados de GSTT1y GSTM1
segun lo descrito por Sandoval-Carrillo et al., 2014 y como control interno se realiz6 la

amplificacién de un fragmento de B-globina.

La reaccién se realizd6 usando Platinum® Multiplex PCR Master Mix (Applied Biosystem).
Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizaciéon inicial a 95°C por 5 minutos, 1
ciclo, seguido de desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, anillamiento a 56°C por un
minuto, extension a 72°C por 30 segundos, 35 ciclos y extension final a 72°C por 5 minutos.
La verificaciéon y analisis de resultados se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%, con marcador de peso molecular de 100 bp (Invitrogen™). Para la determinacion de

los genotipos se lo realizé segun el patron de bandas como se indica en la ilustracion 6.

'60pC1234

—,

llustraciéon 6. Amplificacién de genes GSTT1
y GSTM1.

Amplicén de GSTM1 (219pb); GSTT1 (459pb) vy
BG: Beta-globina (167pb). C= blanco de reactivo.
1,2,3,4,5,6 = muestras, 100pb= marcador de peso
molecular. Muestra 1: GSTM171 y GSTT1 nulo;
Muestras 2, 5 GSTT1 nulo; Muestras 3, 4 GSTM1
nulo; Muestras 5, 6 GSTM1 y GSTM1 presente.
Fuente: Autor

Elaborado: Autor
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2.6. Analisis de datos

El analisis de los resultados se lo realizd mediante estadistica descriptiva. Para evaluar la
relacion entre la presencia de alelos nulos con caracteristicas clinicas se utilizé el test de OR
ajustado por sexo, edad, IMC; y para evaluar diferencias de caracteristicas bioquimicas
entre grupos segun genotipo se utilizé estadistica no paramétrica, valores de p<0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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CAPITULO llI:
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Caracteristicas de las muestras analizadas

Se analizaron un total de 399 muestras de ADN, procedentes de 239 mujeres y 160

hombres, en la tabla 1 se indican la media y desviacién estandar de los datos bioquimicos y

antropomeétricos, asi como los porcentajes de los parametros clinicos.

Tabla 1. Parametros bioquimicos, antropométricos y clinicos de las muestras analizadas.

Parametros General Mujeres Hombres \éalores C!e
eferencia

Edad (afos) 62.74 + 10.39 62.03 + 10.27 63.81 + 10.51

Peso (kg) 68.63 + 11.85 66.71 + 11.85 71.51+11.30

Talla(m) 1.55 +0.08 1.51+0.7 1.61 +0.07

IMC (kg/m?) 28.42 +4.70 28.97 + 5.11 27.61 + 3.83*

PAD (mm/Hg) 74.34 £ 10.43 73.86 + 10.10 75.06 + 10.09 80-84mm/Hg

PAS (mm/Hg) 135.53 + 32.97 136.01 + 31.95 134.82 + 34.52 120-129mm/Hg

CT (mg/dL) 210.18 +48.75  213.07 +49.13 205.83 +48.0 <200mg/dL

TG (mg/dL) 184.93 + 93.23 186.00 + 92.94 183.35 + 94.93 <150mg/dL

HDL (mg/dL) 46.96 + 14.47 47.63 + 13.38 4595 + 15.97 M:40;F:50 (mg/dL)

LDL (mg/dL) 126.21 + 48.50 128.07 + 48.11 123.44 + 49.11* <100 mg/dL

?n"‘;‘,’gf)a 12374 £5221 12423+5393 123.01+4971  /0-110mg/dL

HbA1c (%) 6.37 +1.73 6.49 £1.75 6.18 £ 1.68 <5.7%

Obesidad (%) 31.6 36.0 25.0%

Ob-Sob (%) 73.7 741 73.1*

HTA (%) 35.1 36.0 33.8

IMC: indice de masa corporal, PAS: Presion arterial sistdlica, PAD: Presion arterial diastolica, TG: Triglicéridos,
CT: Colesterol, HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, HTA: Hipertension
arterial, Ob-Sob: Obesidad mas sobrepeso, HbA1c: Hemoglobina Glicosilada, *: valor de p<0.05 calculado a
través de la u de Mann-Whitney entre sexos.

Fuente: Autor

Elaborado: Autor

3.2. Analisis de los alelos nulos de GSTT1y GSTM1

En la tabla 2, se indica las frecuencias de los alelos nulos de los genes GSTT1y GSTM1

encontradas.

Tabla 2. Frecuencia de alelos nulos de GSTT1 y GSTM1.

Gen Genotipo N (%)

GSTT1 Presente 269 67.2
Ausente 130 32.6
Presente 255 63.9

GSTM1 Ausente 144 36.1

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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En la tabla 3 se indica la frecuencia de los haplotipos GSTT1/GSTM1 observados, el
haplotipo GSTT1+/GSTM1+, fue el mas frecuente con un 43.6%, y el haplotipo GSTT17-
/GSTM1 -, que indica la ausencia de los dos genes, se observé con una frecuencia del
12.3%.

Tabla 3. Frecuencia de haplotipos GSTT1/GSTM1.

Haplotipo N Frecuencia (%)
GSTT1 +/GSTM1 + 174 43.6
GSTT1+/ GSTM1 - 95 23.8
GSTT1-/ GSTM1 + 81 20.3
GSTT1-/ GSTM1 - 49 12.3

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Para determinar la asociacion entre genes y haplotipos con alteraciones metabdlicas como
obesidad, diabetes tipo 2 e hipertension arterial, se utilizé test de OR (Intervalo de Confianza
95%) ajustado por edad, sexo e IMC segun el caso. Ninguno de los valores obtenidos indico
una asociacion significativa (Tablas 4 y 5). Estas relaciones se valoraron también
segmentando por sexo, pero tampoco se encontraron asociaciones significativas (datos no

mostrados).

Tabla 4. Asociacion de los genes GST con alteraciones metabdlicas.

Gen Genotipo Obesidad OB/SOB DT2 HTA
Presente 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.)
GSTT1 1.22(0.76-1.94) 1.27(0.79-2.04) 1.33(0.85- 0.94(0.60-1.48)
Ausente 2.09)
Presente 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.)
GSTM1 1.13(0.72-1.78) 1.48(0.93-2.35) 0.83(0.53- 0.77(0.50-1.20)
Ausente 1.29)

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Tabla 5. Asociacion de haplotipos de GST con alteraciones metabdlicas.

Haplotipo Obesidad OB/SOB DT2 HTA

GSTT1+/GSTM1+ 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.)

GSTT1+/GSTM1.  1:55(0.70-3.41)  0.97(0.44-2.14)  0.71(0.33-1.56) 1.27(0.59-2.71)

GSTT1-/GSTM1+ 1.11(0.55-2.23) 0.88(0.46-1.70) 1.57(0.83-2.99) 1.21(0.64-2.29)

GSTT1-/GSTMA1- 1.66(0.90-3.03) 1.58(0.85-2.91) 1.01(0.57-1.79) 0.94(0.53-1.67)

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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3.3. Analisis de los alelos nulos de GSTT1T y GSTM1 y parametros bioquimicos y

antropométricos.

Las diferencias en parametros antropométricos y bioquimicos segun el genotipo se analizé
empleando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, sin encontrarse diferencias
significativas. Sin embargo, al separar por sexo, se encontré que el peso, IMC, LDL,
porcentajes de obesidad y sobrepeso -obesidad fueron significativamente diferentes en
hombres considerando los genotipos de GSTT1, diferencias que se mantienen al analizar
los haplotipos GSTT1/GSTM1 (Tablas 6y 7).

Tabla 6. Parametros bioquimicos y antropométricos y genotipos de GSTT1 en el sexo

masculino.
Parametros +Genotlpo GSTT1 )
Edad (afos) 64.10 £ 10.37 63.08 £ 10.93
Peso (kg) 72.84 + 11.59 68.15 £ 9.87*
Talla (m) 1.60 £ 0.070 1.61 £ 0.079
IMC (kg/m?) 28.15 + 3.68 26.25 + 3.89*
PAS (mm/Hg) 123.25 + 35.34 138.80 + 32.41
PAD (mm/Hg) 75.19 £ 10.47 74.73 £ 12.05
CT (mg/dL) 208.53 + 46.45 199.26 + 51.51
HDL (mg/dL) 45.86 + 17.58 46.17 £ 11.32
TG (mg/dL) 183.45 + 81.03 183.10 £ 123.93
LDL (mg/dl) 127.13 £ 48.40 114.45+50.20*
GLU (mg/dL) 124.08 + 49.60 120.36 £ 50.42
HbA1c (%) 6.17 £ 1.64 6.22+1.80
Obesidad 29.8 13*
Ob-Sob 79.8 56.5*
HTA 31.6 39.1

Los datos representan la media + desviacion estandar de los parametros bioquimicos,

antropomeétricos y porcentaje de condiciones clinicas, (+) = Presencia de GSTT1,
(-) = Ausencia de GSTT1. *: Valor de p<0.05.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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Tabla 7. Parametros bioquimicos y antropométricos y haplotipos de GSTT1/GSTM1 en el sexo

masculino.
HAPLOTIPOS GSTT1/GSTM1

Parametros

+/+ -1+ +/- --
Edad 63.27 +9.24 64.24 +9.77 65.44 + 11.95 61.11 +12.75
Peso (kg) 72.87 + 9.66 68.43 + 10.70" 72.77 £+ 14.35 67.63 + 8.45
Talla metros 1.60 + 0.071 1.62 + 0.082 1.60 + 0.071 1.60 + 0.072
IMC (kg/m?) 28.19 + 3.19 26.08 + 4.01" 28.07 +4.42 26.455 + 3.76
PAS (mm/Hg) 132.76 + 39.43 135.97 + 32.06 134.05 + 27.71 143.94 + 33.46
PAD (mm/Hg) 74.63 +9.87 75.17+9.07 76.12 + 11.45 73.94 + 16.48
CT (mg/dL) 208.94 + 45.09 194.94 + 54.75 207.88 + 49.08 206.64 + 46.10
HDL (mg/dL) 44.93 + 19.36 4519 + 11.06 47.38 + 14.29 47.84+ 11.90
TG (mg/dL) 191.69 + 88.38 179.71 £ 151.95 169.84 + 65.90 188.87 + 52.30
LDL (mg/dl) 125.80 + 51.30 107.52 + 51.54" 129.27 + 43.85 126.28 + 46.94
GLU (mg/dL) 126.60 + 53.99 123.90 + 50.77 119.92 + 41.61 114.32 + 50.77
HbA1c (%) 6.12+1.5 6.45+1.73 6.23+1.74 5.86 + 1.91
Obesidad 28.2 10.3 32.6 18.8
Ob-Sob 83.1 58.6" 74.4 56.3"
HTA 28.2 34.5 37.2 50

Los datos representan la media + desviacion estandar de los parametros bioquimicos, antropométricos
porcentajes de condiciones clinicas, (+) Presencia, (-) Ausencia,
° = p<0.05 calculado a través de la prueba no paramétrica u de Mann- Whitney entre GSTT1+/GSTM1+ y

GSTT1-/GSTM1-.

y

+=p<0.05 calculado a través de la prueba no paramétrica u de Mann- Whitney entre GSTT1+/GSTM1+ y GSTT1-

/GTSM1+.
Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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3.4. Discusion

En el presente estudio se ha considerado la importancia de la funcién de los genes GSTT71y
GSTM1 y su relacion en el desarrollo de enfermedades metabdlicas, cuyo origen podria
relacionarse con el estrés oxidativo. Los alelos nulos de GSTM1 y GSTT1 resultan en la
pérdida de la actividad enzimatica, confiriendo mas susceptibilidad a dafos oxidativos y en
el ADN. Esta alteracion que puede llevar al desarrollo de patologias crénico-degenerativas
incluidas osteoporosis, diabetes tipo 2, padecimientos cardiovasculares y cancer. (Rebbeck,
1997; He, Zhang, Sun, Hu, Ma, Dong, & Lu, 2014; Balta, Yuksek, Ozyurek, Ertem,
Hicsonmez, Altay, & Gurgey, 2003). Ciertos autores indican que combinaciones de
polimorfismos en las clases mu, pi y theta de las GST contribuyen a enfermedades
influenciadas por un componente ambiental (Pitozzi, Giovannelli, Bardini, Rotella, & Dolara,
2003, Da Costa et al., 2012, Hayes, Flanagan & Jowsey, 2005).

Segun los datos obtenidos en la presente investigaciéon, los alelos nulos de los genes
GSTM1 y GSTT1 se presentaron en un 36.1% y 32.6%, respectivamente. Estudios en
poblaciones del continente americano indican que en Brasil el alelo nulo de GSTM1 se
presentoé con un 32.8% - 35.7 % segun la poblacion, y el alelo nulo de GSTT1 se encontrd
en un 23.8% - 26.3% (Gattas et al., 2004). En México, se indican frecuencias de 42.6% y
9.3% para las deleciones del gen GSTM1y GSTT1, respectivamente (Montero et al., 2007).
En poblaciéon venezolana se indica que la frecuencia de alelos nulos de GSTM7y GSTT1 es
del 51% y el 11%, respectivamente en muestras étnicamente mezcladas (Chiurillo et al.,
2013). Un estudio que se realiz6é con individuos afroecuatorianos, se present6 GSTM1 nulo
con un 45% y GSTT1 nulo en un 10% (Polimanti et al., 2013), Si bien las frecuencias difieren
un poco con lo encontrado en poblacién lojana, se puede observar que se mantiene la
tendencia en la cual la frecuencia del alelo nulo de GSTM1 es mayor que la de GSTTT,; las
diferencias entre poblaciones podrian ser debidas a las diferencias en los antecedentes

étnicos, genéticos y ambientales de la poblacién estudiada (Delles et al., 2008).

El haplotipo mas frecuente en la poblacion lojana es el GSTT1+/GSTM1+ con un 43.6%; el
cual también fue reportado como mas frecuente en poblacion mexicana con el 54%
(Montero et al., 2007), en poblacién venezolana se encontré un 49% (Ferraz et al., 2014). El
haplotipo GSTT1-/GSTM1- y en la poblacion lojana fue del 12.3%; mientras que para la
poblacién venezolana se reporté un 5% (Ferraz et al., 2014) y para poblacién mexicana un
4% (Montero et al., 2007).
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Estudios sobre el polimorfismo nulo de los genes GSTT1 y GSTM1 indican que estarian
asociados a variaciones en parametros bioquimicos de interés clinico. En un estudio
realizado en Brasil, los triglicéridos, HDL e indice triglicéridos/HDL se asociaron con la doble
delecién de los genes GSTM1 y GSTT1 presentandose ademas una relacion con un alto
riesgo de enfermedad cardiovascular (Maciel et al., 2009). En poblacién egipcia, se indica
que los pacientes con el genotipo nulo GSTT1 presentan niveles mas altos de triglicéridos y
colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad que aquellos con el genotipo GSTT1
presente; y el genotipo GSTM1 nulo presentan niveles significativamente mas altos de
HbA1c y presion arterial diastélica (Amer, Ghattas, Abo-Elmatty, & Abou-EI-Ela, 2011).

En el presente estudio no se encontrd una relacion de estos polimorfismos con alteraciones
metabdlicas como obesidad, diabetes tipo 2 e hipertensiéon. No obstante, se encontré que
los individuos del sexo masculino con el genotipo nulo de GSTT71 presentan un menor IMC,
menor porcentaje de obesidad y sobrepeso, asi como niveles mas bajos de LDL, relacion
que se mantiene también analizado los haplotipos en los cuales esta presente el alelo nulo
de GSTT1. Algo similar reportd Afrand, Bashardoost, Sheikhha, & Afkhami, (2015) quienes
también encontraron niveles mas bajos de LDL con el genotipo GSTT1 nulo, y mas altos con
el genotipo GSTTT presente en pacientes con sindrome metabdlico, lo que concuerda con lo

detallado en el presente estudio.

Marinho, Arduino, Falcdo, Bras-Nogueira & Bicho, (2007) reportaron en su estudio que la
delecién de GSTT1 se asocid con un efecto protector sobre la hipertensién, mientras que la
delecién de GSTM1 fue reportada como factor de proteccién para diabetes tipo 1 en
poblacién sueca segun Bekris et al.,, (2005). Esta respuesta podria ser explicada
considerando el metabolismo de compuestos inflamatorios como leucotrienos vy
prostaglandinas que son metabolizados por GST, por lo que genotipos nulos de GST
podrian ser un factor protector mediante la disminucién en la respuesta inflamatoria. Por otro
lado, podria considerarse que la ausencia de GST como moléculas detoxificadoras
estimulen la expresién de otras, o que ciertos xenobidticos al ser metabolizados por GST
generen compuestos mas reactivos que el original, por lo tanto, bajo estas circunstancias,

genotipos nulos podrian constituirse en factores de proteccion (Bekris et al., 2005).
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Los valores de parametros bioquimicos estan influenciados por factores ambientales, lo que
podria explicar la variabilidad de resultados mostrados en estudios de diferentes
poblacionales, sin embargo, aunque los factores ambientales son importantes, la genética
juega un papel considerable con la heredabilidad de estos parametros (Choquet & Meyre,
2011). Por lo tanto, el presente estudio constituye un aporte a la comprension de
enfermedades cronicas, desde el punto de vista genético, lo cual beneficiaria a las

poblaciones que presentan diversos grados de susceptibilidad frente a estas patologias.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de los polimorfismos nulos de GSTT1 y GSTM1 fueron de 32.6% y
36.1%, respectivamente.

El haplotipo mas frecuente fue GSTT1+/GSTM1+ con una frecuencia de 43.6 % y el
haplotipo GSTT1-/GSTM1- se present6 en un 12.3%.

En la poblaciéon masculina analizada, se encontraron niveles mas bajos de LDL, IMC,
sobrepeso — obesidad con el alelo nulo de GSTT1, considerandolo de forma

individual como en haplotipo.
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RECOMENDACIONES

Considerando que las GST tiene un papel importante en la desintoxicacion de sustancias
nocivas para las células, y que podrian relacionarse con el desarrollo de enfermedades
cronicas, se recomienda estudiar diferentes poblaciones ecuatorianas y desarrollar estudios
que permitan validar el efecto de variantes en genes GST en aspectos metabdlicos,

bioquimicos de importancia clinica en la poblacion.
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