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RESUMEN

Se analizaron los sitios de restriccion polimorficos Tagl, Hincll y Avall ubicados en
el gen que codifica para el Receptor de las Lipoproteinas de Baja Densidad. El
estudio quedd conformado por un total de 81 individuos, de los cuales el 53,09%
(n=43) correspondia al sexo femenino y el 46,81% (n=38), masculino. Todos los
individuos eran aparentemente sanos, nacidos en el estado Sucre, con padres y
abuelos autoctonos del mismo lugar. Las muestras se analizaron mediante la técnica
de PCR-RFLP. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas por contaje
directo y se analiz6 el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, mediante la prueba de
Ji-cuadrado (x°). Se compararon los promedios de los valores de glicemia,
triglicéridos, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, VLDL-colesterol; asi
como también los parametros antropométricos indice de masa corporal e indice de
cintura-cadera; clasificados segun los genotipos de cada sitio polimoérfico, aplicando
la prueba ANOVA. Se observé que Tagl presentd una mayor frecuencia de la
ausencia del sitio de corte (-), alelo A (89,00%), en comparacion con la presencia del
mismo (+), alelo G (11,00%), y mostr6 unas frecuencias genotipicas de A/A=79,01%
(n=64), G/A=19,75% (n=16) y G/G=1,24% (n=1). Para Hinc II se encontr6 una
frecuencia mayor del sitio de corte (+), alelo T (72,00%), en relacion a la ausencia de
dicho corte (-), alelo C (28,00%); con frecuencias genotipicas de T/T=53,08%
(n=43), T/C=9,88% (n=8) y C/C=9,88% (n=8). Por su parte, Avall mostr6 mayor
proporcion para la ausencia del sitio de restriccion (-) o alelo T (61,00%), que para la
presencia (+) del mismo, alelo C (39,00%); mostrando frecuencias genotipicas de
C/T=44,44% (n=36), T/T=38,27% (n=31) y C/C=17,28% (n=14). La poblacién
estudiada se encontr6 en equilibrio de Hardy-Weinberg, en relacion a cada uno de los
sitios de restriccion polimorficos analizados. No se encontrd asociacion de los
parametros bioquimicos y antropométricos con los genotipos de cada sistema, a
excepcion de los niveles de triglicéridos y VLDL-c, que presentaron diferencias
significativas (p<0,05); segtn los genotipos de Avall. Con respecto a la informacion
recopilada en las encuestas, el 9,87% de los individuos presentd antecedentes
familiares en relacion de ciertas enfermedades cronicas no transmisibles, el 11,11%
informaron ser fumadores y exfumadores. El 77,78% reportd ser consumidores de
bebidas alcoholicas. El 35,00% de los individuos no practicaban actividad fisica,
ademas presentaron un aumento en el consumo de grasas y carbohidratos, con
disminucion en el ingesta de proteinas.



INTRODUCCION

Las lipoproteinas son macromoléculas formadas por una fraccion proteica
denominada apolipoproteinas (Apo) y una fraccion lipidica, y su funcidén consiste en
solubilizar y transportar los lipidos en el plasma. Entre éstas se encuentran las
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL, del inglés Low Density Lipoprotein),
compuestas por colesterol esterificado (42,00%), fosfolipidos (23,00%), proteinas
(20,00%), principalmente Apo Bigo, triglicéridos, también llamados triacilglicéridos
(10,00%) y colesterol libre (5,00%). De todas las lipoproteinas, las LDL, son las que
poseen mayor proporcion de colesterol, siendo las principales transportadoras del

mismo (Diaz y Fernandez, 1996; Boronat y cols., 2005, Arraiz, 2007).

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos han sefialado que las
concentraciones elevadas de colesterol por tiempo prolongado, estan implicadas en la
formacion de placas ateroscleréticas, que son importantes factores de riesgo para
desarrollar enfermedades cardiovasculares, de alli el gran esfuerzo por tratar de
entender los mecanismos involucrados en la captacion celular del colesterol,
demostrandose la existencia de receptores que participan en estos procesos, conocidos
como receptores de LDL (LDLr). La mayoria de los avances en este aspecto, se
deben a estudios realizados en individuos con hipercolesterolemia familiar (HF), un
trastorno genético con un patron de herencia autosémico dominante, que se
caracteriza clinicamente por niveles elevados de colesterol total (300,00 - 1 200,00
mg/dl) a expensas del LDL-colesterol (LDL-c), conocido también como colesterol

malo (Gordon y cols., 1981; Vella, 1992).

El mantenimiento del colesterol plasmatico en concentraciones apropiadas y su
distribucion en los tejidos, dependen en gran medida, del mecanismo normal de

captacion de los receptores LDLr, los cuales intervienen en el catabolismo de las



LDL que se produce en un 75,00% en el higado. A este nivel ocurre principalmente el
reconocimiento de las Apo Bjg, promoviendo la internalizacion de las LDL en la
célula, a través de un proceso de endocitosis; que estimula la formacion de vesiculas
revestidas por una proteina denominada clatrina, la cual forma un entramado
estructural, permitiendo la captura de las particulas lipoproteicas. Posteriormente, se
forman endosomas que, al fusionarse con los lisosomas, provocan la liberacion del
LDLr y finalmente su retorno a la superficie celular. Las particulas de LDL separadas
del receptor, son degradadas por enzimas acidas hidroliticas lisosomales. La Apo Bjgo
de las LDL es hidrolizada por proteasas generando aminoacidos, mientras que los
¢ésteres de colesterol son hidrolizados por la enzima colesterol esterasa, originando
colesterol libre para ser utilizado por la célula en la sintesis de membranas, acidos
biliares en el hepatocito y hormonas esteroideas, en tejidos esteroidogénicos (Diaz y

Fernandez, 1996; Goldstein y cols. 2001; Devlin, 2004; Arraiz, 2007).

El colesterol libre, se dirige al citosol donde inhibe la actividad de la enzima
3-hidroxi 3-metilglutamil CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) con la finalidad de
detener la sintesis del mismo y activar simultdneamente la enzima acil-CoA colesterol
acil transferasa (ACAT) del reticulo endoplasmatico, encargdndose de promover la
formacion de ésteres de colesterol. La acumulacion de colesterol intracelular inhibe
finalmente, la reposicion de receptores de la LDL en la superficie celular, por lo que
queda bloqueada la posterior captacion y acumulacion de este lipido (Anexo 1) (Diaz

y Fernandez, 1996; Goldstein y cols. 2001; Pocovi y Castillo, 2002; Devlin, 2004).

El LDLr es una glucoproteina con una masa molecular de aproximadamente
160 000 M;, que se expresa en la superficie de la mayoria de las células,
especialmente en el higado. Dos propiedades que caracterizan a este receptor, son su
alta afinidad por las LDL y su capacidad para reciclarse varias veces en la célula;
permitiendo que grandes cantidades de colesterol se entreguen a los tejidos corporales

y manteniendo, simultdneamente, las concentraciones de LDL suficientemente bajas



en la sangre para evitar la acumulacion de placas ateroscleroticas. Cuando los LDLr
son deficientes, la tasa de eliminacion de LDL disminuye en el plasma, y su nivel
aumenta en proporcion inversa al nimero de receptores (Brown y Goldstein, 1986;
Goldstein y cols., 2001; Arraiz, 2007; Kathiresan y cols., 2008; Sandhu y cols., 2008;
Willer y cols., 2008).

Russell y cols. (1983) y Yamamoto y cols. (1984), purificaron el LDLr y
clonaron el ADN, posteriormente, Stidhof y cols. (1985) aislaron y caracterizaron el
gen. Estos avances sentaron las bases para el analisis molecular de las mutaciones que
ocasionan la HF. El gen que codifica para la Lipoproteina de Baja Densidad
designado como gen LDLR, posee un tamaiio de 45 kilobases (kb), esta localizado en
el brazo corto del cromosoma 19, en la region p13.1-p13.3, y consta de 18 exones
separados por 17 intrones (Anexo 2). Aproximadamente, la mitad del ARNm
constituye una larga region 3' no traducida que contiene tres copias de la familia Alu
de ADN repetitivo (Russell y cols., 1983; Yamamoto y cols., 1984; Siidhof y cols.,
1985; Hobbs y cols., 1990; Hobbs y cols., 1992; Pocovi y Castillo, 2002).

El gen LDLR codifica seis dominios de la proteina LDLr, el ex6n 1 expresa el
dominio sefial de 21 aminoécidos hidrofobicos, que es hidrolizado en el reticulo
endoplasmatico, para dar lugar a la proteina madura de 839 aminoécidos. Los exones
2 al 6 forman el dominio de unién al ligando, que permite mediar la interaccion con la
Apo Bjg. Del 7 al 14, codifican la region homodloga al precursor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), que es necesario para posicionar al segundo dominio
y asi poder unirse a la Apo Bjgo; ademas de permitir la disociacion del receptor de las
LDL en el endosoma durante el reciclaje de dicho receptor. El 15 codifica la region
que une azucares y su funcion es desconocida; el 16 y la primera mitad del 17
corresponden al dominio transmembrana y permite el anclaje de la proteina. El resto
del ex6n 17 y la zona 5' del 18 expresan la region citoplasmatica, la cual es

importante para la localizacion del LDLr en las invaginaciones recubiertas de la



proteina clatrina en la membrana plasmatica (Anexo 3). Las alteraciones dentro de
estos dominios dan lugar a proteinas mutantes cuya estructura y funcién se ven
afectadas en diferentes formas. Las variaciones detectadas en el gen LDLR estan
distribuidas en toda su extension, sin embargo existe un predominio de eventos
mutacionales en los exones 3, 4 y 9 (Hobbs y cols., 1990; Hobbs y cols., 1992;
Pocovi y Castillo, 2002).

La clonacion del gen que codifica para el LDLr y el analisis de la secuencia del
ADN, han permitido identificar cinco clases de mutaciones que alteran la funcion del
receptor y su metabolismo en el ser humano. La clase | afecta la sintesis del LDLr,
con produccion escasa o ausencia total del mismo. En la clase II el receptor se
sintetiza de manera inadecuada, lo que interfiere en el proceso de transporte al
reticulo endoplasmatico y al aparato de Golgi, para su posterior movilizacion a las
membranas citoplasmaticas. En la clase III las proteinas son sintetizadas y
transportadas a la superficie celular de forma normal, sin embargo, carecen de la
capacidad de unir a las particulas de LDL. La clase IV codifican proteinas que unen
LDL normalmente, no obstante, son incapaces de agruparse en vesiculas recubiertas
de clatrina y por tanto, no internalizan las LDL unidas. Finalmente, las mutaciones
clase V afectan la liberacion del receptor de la LDL en el endosoma, lo que impide
que se reciclen a la superficie celular (Anexo 4) (Hobbs y cols., 1990; Pocovi y

Castillo, 2002; Ribas, 2008).

Se han detectado mas de 900 mutaciones diferentes que afectan la
funcion normal del LDLr en el metabolismo de las lipoproteinas y su nimero
sigue en aumento. En pacientes con HF se han descrito deleciones,
inserciones, grandes reordenamientos; no obstante, la mayoria de los
defectos se deben a mutaciones puntuales que afectan una sola base
nitrogenada, produciendo un cambio en el cddigo para el aminoacido

correspondiente. Existen mutaciones de este tipo, que aunque no producen



la patologia, pueden modular la expresién de la misma, por su cercania con
la alteracion molecular causante. Estas variaciones en la secuencia del ADN,
cuando alcanzan valores superiores al 1,00% se denominan polimorfismos
mononucleotidicos (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) vy,
dependiendo de su frecuencia, pueden convertirse en utiles marcadores
poblacionales. Cuando las mutaciones puntuales coinciden con secuencias
nucleotidicas que son sitios de reconocimiento y corte para una enzima de
restriccion especifica, se trata de polimorfismos de fragmentos de restriccion
de longitud variable (RFLPs, del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism), cuya prevalencia varia ampliamente entre grupos
poblacionales (Hobbs y cols., 1992; Sun y cols., 1992; Wu y cols., 1995;
Varret y cols., 1998; Wang y cols., 1998; Zheng y cols., 2009).

El hecho de que diversos alelos causen la clasica HF, plantea la
posibilidad de que la heterogeneidad molecular dentro del gen LDLR también
puede contribuir a la variacion en los niveles de colesterol en la poblacién
normocolesterolémica. Numerosos estudios han tratado de relacionar la
variabilidad normal del LDLR y los rasgos lipidicos, reportandose varios
RFLPs, dentro y cerca del gen, que abarcan una distancia total de 62,80 kb,
y se extienden desde 10,00 kb en direccion 5' del exdn 1 hasta una region de
13,00 kb en direccién 3' del exén 18 (Hobbs y cols., 1990; Hobbs y cols.,
1992; Goldstein y cols., 2001).

Entre los sitios de restriccion mas estudiados se encuentran el
polimorfismo Tagqgl, ubicado en el intrébn 4 del gen, caracterizado por una
sustitucidén de la base nitrogenada adenina por guanina; ademas de los sitios
Hincll y Avall, que estan localizados dentro de la region codificante del exdn
12 y 13, respectivamente y, presentan una sustitucion nucleotidica de timina

por citosina. También se han estudiado los sitios Mspl, Ncol, Pvull, ApalLl


http://www.inia.cl/at/espanol/v60n3/html/art07.htm#Wang

(5", ApalLl (3", Apall y Stul. Todos estos polimorfismos son producidos por
mutaciones puntuales que no cambian la secuencia de los aminoacidos
(Anexo 5) (Geisel y cols., 1987; Hobbs y cols., 1987; Kotze y cols., 1987;
Yamakawa y cols., 1987; Leitersford y Hobbs, 1988; Hobbs y cols., 1990).

Los sitios de restriccion Taqgl, Hincll y Avall han sido analizados
conjuntamente en varias poblaciones europeas y aunque en menor
proporcion, también existen reportes en individuos de Suréfrica, Asia y
América (Kotze y cols. 1989; Miserez y cols., 1993; Mattevi y cols., 2000).
Algunos autores han asociado estos RFLPs, con enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT), como la HF, obesidad, hipertension y enfermedades
cardiovasculares (Ahn y cols., 1994; Boright y cols., 1998; Salazar y cols.,
1999; Fu y cols., 2001, Guo y cols., 2002; Zhu y cols., 2007).

Varios estudios han sefialado las frecuencias del sitio polimérfico Taq|
en poblaciones europeas (8,00-33,70%), africanas (3,60%), asiaticas (46,50-
51,20%) y americanas (10,00-25,00%); éste ha sido considerado como un
marcador genético informativo en familias japonesas con HF (Kotze y cols.,
1989; Yamakawa y cols., 1991; Chaves y cols., 1996; Haviland y cols., 1997;
Mattevi y cols., 2000; Chae y cols., 2001). Se ha reportado que, el
polimorfismo Hincll es mas comudn entre los caucasicos europeos (48,00-
62,90%), mientras que en poblaciones asiaticas (16,80-86,2%) y americanas
(45,00-90,00%) su frecuencia es variable; mostrando asociacion con la
obesidad, hipertension y variaciones en los niveles lipidicos en algunas
poblaciones. No se han encontrado reporte en el continente africano (Miserez
y cols., 1993; Zee y cols., 1995; Boright y cols., 1998; Salazar y cols., 1999;
Mattevi y cols., 2000; Nakazone y cols., 2009).

Por otra parte, el polimorfismo Avall manifiesta gran diversidad entre los



continentes europeo (6,30-49,00%), asiatico (15,00-67,00%), africano (37,80-
47,00%) y americano (36,00-76,00%) y su presencia también ha sido
asociada con elevadas concentraciones de colesterol en plasma (Kotze y
cols., 1989; Miserez y cols., 1993; Ahn y cols., 1994; Chaves y cols., 1996;
Mattevi y cols., 2000; Nisha y cols., 2010).

Estudios realizados por Mattevi y cols. (2000), en cinco tribus
amerindias de Brasil utilizando los sitios de restriccion polimorficos Taql,
Hincll y Avall, simultaneamente con Mspl y Ncol, ademas de parametros
antropométricos, mostraron que todos los sitios de restriccidon, excepto Taql
presentaban asociacion con la obesidad. Al igual que otras ECNT, la
obesidad es considerada una enfermedad multifactorial cuya prevalencia
sigue en aumento, llegando a convertirse en un grave problema de salud
publica a escala mundial. Por esta razén, es importante hacer un diagnéstico
certero de las condiciones de sobrepeso y obesidad de los individuos, para lo
cual se deben emplear determinaciones antropométricas adecuadas. En este
sentido, las mas recomendadas son el indice de masa corporal (IMC), que
refleja la obesidad general y el indice cintura-cadera (ICC), el cual es la
medida de la grasa abdominal del cuerpo (Berdasco y cols., 2002; Cariete y
Gil, 2007).

Reportes estadisticos alertan sobre la elevada prevalencia de esta
patologia. Al respecto, la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad
(SEEDO), indic6é para el afio 2000 cifras de 13,00 a 15,00% en Europa
(Aranceta y cols., 2000); mientras que, la OPS-OMS (2003), sefial6 mas de
un 15,00% en paises latinoamericanos como Brasil, Argentina, Colombia,
México, Paraguay, Cuba y Uruguay. En Venezuela, existen pocos estudios
en adultos y no se reportan cifras concretas en el pais. Particularmente, en el

estado Bolivar se ha sefialado altos indices de obesidad (85,00%), en



individuos de ascendencia espafola y de sobrepeso (8,00%) en indigenas
Yaruros. La mayoria de las investigaciones realizadas al respecto, han sido
en niflos escolares con edades comprendidas entre 1 a 14 afos,
encontrandose frecuencias alarmantes de obesidad en escuelas publicas
(3,60-12,60%) y privadas (32,10-37,70%) (Oviedo y cols., 2001; Diaz y cols.,
2002; Solano y cols., 2005; Hernandez y cols., 2007; Granado, 2008; Quijada
y cols., 2008).

La asociacién con variantes genéticas de predisposicion, relacionada
con la obesidad no han sido consideradas ampliamente. Estudios
preliminares realizados por Rodriguez-Arroyo y cols. (2006; 2008), con
polimorfismos en los genes de la Leptina y del LDLr en individuos del estado
Sucre; sugieren que los mismos, pueden conferir susceptibilidad para el
riesgo de padecer las enfermedades cronicas asociadas a la condicion de

sobrepeso/obesidad.

Los RFLPs pueden ser utilizados para identificar los alelos defectuosos,
ademas de seguir la herencia de enfermedades en familias con analisis de
ligamiento y permitir la pronta deteccion de enfermedades coronarias, con el
fin de aplicar estrategias de intervencion terapéutica temprana basadas en
cambios en la dieta y en el estilo de vida, asi como tratamientos
farmacoldgicos para la prevencion del desarrollo y/o reduccion de eventos
cardiovasculares prematuros. Por consiguiente, en esta investigacion se llevo
a cabo el estudio de las frecuencias alélicas y genotipicas de los sitios de
restriccion Tagl, Hincll y Avall en individuos del estado Sucre, con la finalidad
de conocer el acervo genético de la poblacion estudiada; ademas de
determinar parametros bioquimicos como glicemia, triglicéridos, colesterol
total, LDL-c, HDL-c y VLDL-c y pardmetros antropométricos como IMC e ICC;

con el propésito de analizar si existe asociacion entre los polimorfismos y



estas determinaciones, que puedan conllevar al padecimiento de ECNT y ser

de gran utilidad para investigaciones posteriores.



METODOLOGIA

Poblacion a estudiar

La muestra poblacional estudiada estuvo constituida por 81 individuos, 53,09%
(n=43) de sexo femenino y 46,81% (n=38) masculino, que asistieron al Banco de
Sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA), durante
los meses de enero-marzo de 2010. Estos sujetos eran aparentemente sanos, nacidos
en el estado Sucre, cuyas edades estuvieron comprendidas entre los 18 y 45 afos, no
emparentados, con padres y abuelos nacidos en la misma entidad. Con el propdsito de
formar parte de este estudio, a cada individuo se le entregd informacion sobre el
proyecto de investigacion, y firmaron voluntariamente un consentimiento valido que
se efectud bajo estrictas normas de ética médica (Anexo 6), establecidas en la
declaracion de Helsinki para la investigacion en grupos humanos (Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, 2004). Se les realizd6 un cuestionario
sobre sus datos personales, familiares, clinicos y habituales (Anexo 7); ademas, se les
informo sobre los objetivos, métodos y procedimientos a utilizar en la investigacion,

asi como la confidencia y discrecion de la misma.

Toma de muestra

Se extrajeron 10,00 ml de sangre venosa, después de un ayuno previo de 12-14
horas. Cada muestra de sangre fue separada en dos tubos, se colocaron 5,00 ml en un
tubo con 100,00 pl de la sal tetrasodica del acido etilendiaminotetraacético (EDTA-
Nay) al 15,00% como anticoagulante (Mckenzie, 2000); para luego ser transportadas a
4°C al Laboratorio de Genética Humana del Instituto Venezolano de Investigacion
Cientifica (IVIC), donde se procedi6 a la extraccion, amplificacion y digestion

enzimatica del fragmento de ADN. Los 5,00 ml restantes se colocaron en tubos sin



anticoagulantes y se utilizaron para el andlisis del perfil lipidico y glicemia, que se

realizd en el Laboratorio General del HUAPA.

Extraccion del ADN

Para la obtencion del material genético, se empled el método de extraccion
salino descrito por Lahari y Nurnberger (1991), modificado en el Laboratorio de
Genética Humana del IVIC. Se tomaron 5,00 ml de sangre completa, a los cuales se
les agregaron 5,00 ml de reactivo TKM1, el cual se prepar6 de la siguiente manera:
trisma/acido clorhidrico (Tris/HCI), 10,00 mmol " a pH 7,60; cloruro de potasio
(KCI), 10,00 mmol I'"; cloruro de magnesio (MgCl,), 10,00 mmol I'"; sal disodica del
EDTA, 2,00 mmol I"'. Luego se agregaron 150,00 pl de Nonidet P-40 y se agito
fuertemente, se centrifugd a 800 g por un tiempo de 15 minutos y se descartd el

sobrenadante.

El precipitado se lavo con 5,00 ml de TKM1, luego se resuspendié con 800,00
ul de reactivo TKM2, el cual se prepar6 de la siguiente manera: Tris/HCI, 10,00
mmol 1! a pH 7,60; KCI, 10,00 mmol l'l; MgCl,, 10,00 mmol l'l; sal disodica del
EDTA, 2,00 mmol 1'1; hidréxido de sodio (NaOH), 0,40 mmol 1. Se agitd y se
transfirié a un tubo Eppendorf de 1,50 ml que contenia 55,00 pl de dodecil sulfato de
sodio (SDS) al 10,00%. Después se incubo6 a 65°C por 10 minutos en bafio de Maria y

se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Para la precipitacion de las proteinas se agregaron 300,00 pl de NaCl 3,50
mol I'' a temperatura ambiente y se agito fuertemente. Se centrifugé a 7 000 g, por 5
minutos a temperatura ambiente; luego se transfirio el sobrenadante a dos tubos que
contenian alcohol absoluto frio (8§°C) y se mezcl6 suavemente hasta que se observo la
malla de fibrina, la cual se coloc6 en un vial con 1,00 ml de etanol al 70,00% y se

guardo en la nevera a 8°C, hasta el momento de su uso.



Antes de utilizar el ADN, se centrifugd la muestra en una microcentrifuga a
7 000 g, por 5 minutos a temperatura ambiente y se elimin6 el etanol. Se dejo secar
completamente y se resuspendi6 en 0,30 ml de amortiguador (Tris/HCI, 10,00 mmol
1" con sal disodica del EDTA, 1,00 mmol I a pH 8,00). Finalmente, se colocé en
bafo de Maria a 65°C por 10 minutos, para disolver el ADN.

Amplificacion del ADN

Para amplificar el ADN se utilizo la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés Polimerase Chain Reaction), utilizando el método
descrito por Saiki y cols. (1988) con adaptaciones para un volumen de 15,00 pl. Para
el sitio de restriccion polimorfico Taql, se emplearon oligdmeros disefiados utilizando
los programas Primer 3 y DNAman, sintetizados por la casa comercial Qiagen-
Operon Technologies, Inc. Para Hincll se utilizaron los oligomeros descritos por

Leitersdorf y Hobbs (1988), y para Avall los de Ahn y cols. (1994) (Anexo 8).

La mezcla de amplificacion utilizada para los sitios de restriccion polimorficos
Taqgl y Hincll se preparé empleando 2,00 ul de los oligomeros 1y 2 (1,00  mmol I
"; 4,70 ul de agua bidestilada estéril; 0,10 pl de Taq ADN polimerasa (5,00 U/ul);
2,00 pl de ADN (100,00-300,00 pg/ul) y 4,20 pl de la mezcla de trabajo que contenia
los 4 desoxirribonucledtidos trisfosfato (ANTPs), los iones de magnesio (Mg>") y el
amortiguador. Para Avall, la mezcla de amplificacion se preparo6 utilizando el mismo
protocolo empleado para Taql y Hincll, exceptuando 3,00 pl de los oligdbmeros 1y 2
(1,00 mmol ') y 2,70 pl de agua bidestilada estéril (Anexo 8).

Se utilizo el termociclador marca MI Research, modelo PT-100 y se sometieron
las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion: para los polimorfismos
Taqgl y Avall la etapa inicial fue 94°C por 2 minutos; desnaturalizacion a 94°C por 30

segundos; hibridacion a 60°C por 30 segundos; extension a 73°C por 40 segundos; se



repitieron los pasos del dos al cuatro por 30 ciclos y una etapa final a 23°C por 5
minutos. Para Hincll la etapa inicial fue 94°C por 5 minutos; desnaturalizacion a 94°C
por 30 segundos; hibridacion a 63°C por 1 minuto; extension a 72°C por 40 segundos;
se repitieron los pasos del dos al cuatro por 30 ciclos y una etapa final a 23°C por 5

minutos.

Para evidenciar el producto amplificado, se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8,00%, con un amortiguador Tris-EDTA a pH 8,10, usando una
camara de electroforesis marca Sigma Chemical modelo 235 280-2. Se realiz6 una
precorrida inicial por un tiempo de 10 minutos aproximadamente, luego se colocaron
las muestras en los pozos del gel y se realizo la corrida electroforética a un voltaje de
200 voltios (V) y 25 miliampere (mAmp) por 2 horas. Una vez finalizada la corrida,
se coloco el gel en una solucion fijadora de etanol al 10,00% y &cido acético al
0,50%; luego se colocd en nitrato de plata al 0,30% y finalmente, se revel6 con una

solucion de hidroxido de sodio 1,50% y formaldehido 0,40% (Jung y cols., 1998).

Digestion con enzima de restriccion

Los diferentes productos de PCR fueron sometidos a la accion de las enzimas
de restriccion Tagl, Hincll y Avall, siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial New England Biolabs (Anexo 10). Para observar el producto de la
digestion, se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,00%, para Taql
y Hincll y para Avall se disminuy6 la concentracion al 10,00%, utilizando el mismo
protocolo empleado para verificar el producto de amplificacion (Yamakawa y cols.,

1987; Leitersdorf'y Hobbs, 1988; Ahn y cols., 1994; Miserez y cols., 1993).

Las enzimas de restriccion empleadas reconocen y cortan las siguientes

secuencias de ADN:



e Tagl:5-T {GA-3(3-AGC A-5)
e Hincll: - GTY RAC-3 (3'- CAR bre -5

e Avall: 5’-G GWCC-3’ (3’-CCWG G-5)
Donde Y representa las bases nitrogenadas C o T, R puede ser Ao Gy W es A
o T (Anexo 9).

Determinacion de los parametros antropométricos

Se determinaron algunos pardmetros antropométricos en el Servicio de
Nutricion y Dietética del HUAPA, con la colaboracion de una nutricionista entrenada
en el area y siguiendo los procedimientos descritos por Weiner y Lourie, (1969). Se
determinaron el peso actual (P), talla (T), circunferencia cintura (C.CIN) vy

circunferencia cadera (C.CAD). Se calcul6 el IMC e ICC (Hernandez, 1997).

Se obtuvo el P y la T en una balanza con tallimetro, marca Detecto®, calibrada
en las escalas de kilogramos y centimetros respectivamente, colocando al paciente de
pie, descalzo y en ropa ligera, siguiendo los protocolos estandarizados (Hernandez,
1997). Las medidas de circunferencias fueron obtenidas con una cinta métrica no
extensible calibrada en centimetros, especial para este tipo de determinaciones. Para
las medidas de C.CIN se coloco la cinta métrica en el punto medio entre la ultima
costilla y la cresta iliaca, pasando por la cicatriz umbilical. Para las medidas de
C.CAD se coloco la cinta métrica en el perimetro de la region pélvica, cuidando de

que la cinta estuviese ubicada a nivel de ambas crestas iliacas (Restrepo, 1997).

Con los valores de P y T, se calcul6 el IMC que se define mediante la siguiente

formula:



IMC= peso actual (kg)/estatura (m?)
El ICC se determin¢ al dividir C.CIN entre C.CAD, en centimetros (cm).
C.CIN (cm)/C.CAD (cm)

Determinacion de los parametros bioquimicos

Para la determinacion de las concentraciones de glicemia, triglicéridos,
colesterol total (CT) y HDL-colesterol (HDL-c) en suero, se conté con un analizador
Olympus modelo AU 640 automatizado, utilizando los reactivos de la casa comercial
Olympus. Los niveles de LDL-colesterol (LDL-c) y VLDL-colesterol (VLDL-c)

fueron reportados por el equipo analizador (Trinder, 1974).

Glucosa

En este procedimiento, la glucosa es fosforilada por la hexokinasa en presencia
de adenosina trifosfato e iones de magnesio para producir glucosa-6-fosfato (G-6-P) y
adenosina-difosfato. La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) oxida
especificamente al G-6-P a 6-fosfogluconato con la consiguiente reduccion de
dinucledtido nicotinamida adenina (NAD) a dinucle6tido nicotinamida adenina
reducida (NADH). El cambio de la absorbancia a 340/380 nandémetros (nm) es
proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra. Los valores de

referencias son 60,00-110,00 mg/dl (Nelson, 1944; Olympus Diagnostica, 2004a).

Triglicéridos

El procedimiento para la deteccion de triglicéridos se bas6 en el método del

glicerol fosfato oxidasa (GPO), en el cual la hidrolisis de los triglicéridos se lleva



cabo por accion de la lipasa microbial, con la consecuente formacion de glicerol y
acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por adenosina-5-trifosfato (ATP) en
glicerol-3-fosfato (G3P), en una reaccion catalizada por la enzima glicerol kinasa
(GK). El G3P es oxidado por la enzima glicerol fosfato oxidasa a fosfato
dihidroxiacetona. En la reaccion se produce perdxido de hidrogeno, el cual oxida al
cromégeno compuesto de 4-aminoantipirina (4-AAP) y 4-clorofenol, bajo la
influencia catalitica de la enzima peroxidasa, para formar una coloracion rosa. La
determinacion se realiza a una absorbancia maxima de 500nm. Los valores de

referencia son 35,00-160,00 mg/dl (Trinder, 1974; Olympus Diagnostica, 2004b).

Colesterol total

La determinacion de los niveles séricos de colesterol total, se efectud por el
método enzimatico colorimétrico colesterol esterasa y colesterol oxidasa, cuyo
principio consiste en la hidrdlisis del colesterol esterificado por la accion de la enzima
colesterol esterasa, para producir colesterol libre y acidos grasos. Posteriormente, el
colesterol libre es oxidado por la enzima colesterol oxidasa (CHO), con la produccion
de peroxido de hidrogeno (H»0,), el cual oxida al cromégeno 4-aminoantipirina/fenol
(4-AAP/fenol) para producir un compuesto coloreado mediante una reaccion
catalizada por la peroxidasa. La intensidad de la coloracion es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol en la muestra. El colorante rojo de
quinoneimina formado se puede medir espectrofotométricamente a 540/600 nm. Los
valores de referencia de colesterol total son hasta 200,00 mg/dl (Trinder, 1974;

Olympus Diagnéstica, 2004c¢).

HDL-colesterol

El analisis de HDL-c, se determind mediante el método de precipitacion, en el

cual las LDL y las VLDL son precipitadas del suero sanguineo, a un pH de 5,7, por la



adicion del reactivo fosfotungstato amortiguado, permaneciendo las HDL en el
sobrenadante. La centrifugacion del suero pretratado resulta en un sobrenadante
aclarado que contiene HDL, el cual es analizado por el método enzimatico del
colesterol esterasa. Los valores de referencia son >35,00 mg/dl en hombres y mujeres

(Bauer, 1986, Olympus Diagndstica, 2004d).

LDL-colesterol

Los niveles de LDL-c fueron obtenidos mediante el método indirecto segun

Friedewald empleando la siguiente formula:

LDL-c= CT- TG/5-HDL-c

Los valores de referencia son < a 150 mg/dl (Bernard, 1993).

Determinacion de los niveles séricos de VLDL-colesterol

La determinacion de VLDL-c, se realizo segiin el método indirecto de Rifking,
en donde la relacion entre los triglicéridos y las VLDL es constante (1:5), lo cual ha

permitido desarrollar la siguiente ecuacion:

VLDL-c = Triglicéridos/5.

Esta formula es utilizada cuando las concentraciones de triglicéridos no

exceden los 400,00 mg/dl. Los valores de referencia son 10,00-36,00 mg/dl (Bernard,
1993).



Andlisis estadistico

Se estimaron las frecuencias alélicas de cada uno de los sistemas por contaje
directo. Se analizo el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), a partir de las
frecuencias genotipicas, realizando una prueba de ji cuadrado (x°) con el programa
MAXLIK (Reed y Schull, 1968). Se compararon los promedios de los parametros
bioquimicos y antropométricos por género, mediante la prueba t de Student (Sokal y
Rohlf, 1981). También se compararon los parametros bioquimicos y antropométricos
en relacion con las frecuencias genotipicas obtenidas de cada sistema, aplicando la

prueba de andlisis de varianza (ANOVA) (Sokal y Rohlf, 1981).



RESULTADOS

La tabla 1 muestra la clasificacion de la poblacion en estudio de acuerdo al
sexo. De un total de 81 individuos, el mayor porcentaje eran de sexo femenino

53,09%, (n=43) y 46,91% (n=38) masculino, con edades entre 18 y 45 afos.

Tabla 1. Distribucion porcentual de la muestra poblacional perteneciente al estado
Sucre, por género, enero-marzo 2010.

Sexo n Porcentaje (%)
Mujeres 43 53,09

Hombres 38 46,91

Total 81 100,00

n: numero total de individuos.

En la tabla 2 se reportan las frecuencias alélicas relativas de los polimorfismos
en la poblacion estudiada del estado Sucre; mostrandose los valores, que indican la
presencia (+) o ausencia (-) del sitio de corte. Se observaron frecuencias bajas para la
secuencia de reconocimiento Taql (11,00%), intermedias para Avall (39,00%) y mas

elevadas para HinclI (72,00%).

Tabla 2. Distribucion de las frecuencias alélicas de los sitios de restriccion
polimoérficos Taql, Hincll y Avall, ubicados en el gen que codifica para el receptor de
la lipoproteina de baja densidad (gen LDLR) de la muestra poblacional perteneciente
al estado Sucre, enero-marzo 2010.

Alelo n Frecuencia (%)
Taql

AG) 144 89,00

G (1) 18 11,00

Hincll

T (+) 116 72,00

C() 46 28,00

Avall

T() 98 61,00

C (+) 64 39,00

n: nimero total de cromosomas; A: adenina; G: guanina; T: Timina; C: citosina.



La tabla 3 muestra la distribucion de los genotipos, para los polimorfismos
analizados, observandose para Tagl una mayor frecuencia para el genotipo A/A
(79,01%), que senala la ausencia del sitio de corte (-) en estado homocigoto, seguida
del G/A (19,75%), que indica el estado heterocigoto (+/-) y en muy baja proporcion el
G/G (1,24%) que muestra el estado homocigoto positivo (+) para el corte, sefialando
la presencia del mismo. Con respecto al polimorfismo Hincll su frecuencia fue mayor
para el genotipo homocigoto con el sitio de corte T/T (53,08%), seguida del
heterocigoto T/C (37,04%) y del homocigoto negativo (-) C/C (9,88%). El
polimorfismo Avall presentd6 mayor frecuencia para el heterocigoto T/C (44,44%),
seguida del homocigoto negativo (-) para el corte T/T (38,27%) y del homocigoto
positivo (+) C/C (17,28%).

Tabla 3. Distribucion genotipica de los sitios de restriccion polimérficos Taql, Hincll
y Avall, ubicados en el gen que codifica para el receptor de la lipoproteina de baja
densidad (gen LDLR), de la muestra poblacional perteneciente al estado Sucre, enero-
marzo 2010.

Genotipo n Frecuencia (%)
Taql

A/A (-/-) 64 79,01
G/A (+/-) 16 19,75
G/G (+/+) 1 1,24
Hincll

C/C (-/-) 8 9,88
T/C (+/-) 30 37,04
T/T (+/+) 43 53,08
Avall

T/T (-/-) 31 38,27
C/T (+/-) 36 44,44
C/C (+/+) 14 17,28

n: niimero total de cromosomas; A/A: adenina/adenina; G/A: guanina/adenina; G/G: guanina/guanina;
C/C: citosina/citosina; T/C: timina/citosina; T/T: timina/timina.

La tabla 4 indica los valores medios de los parametros bioquimicos tales como

la glicemia, triglicéridos, CT, HDL-c, LDL-c y VLDL-c y antropométricos IMC e



ICC, clasificados de acuerdo al sexo, analizados mediante la prueba t de Student. Se
observd que no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos con
respecto al género, excepto en el ICC, donde los valores fueron mayores para el sexo
masculino, sin embargo dicha diferencia no son de importancia clinica, puesto que el
limite normal entre los hombres es mayor con respecto al de las mujeres 0,93 y 0,86,

respectivamente.

Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos en la muestra poblacional del
estado Sucre segln el sexo, enero-marzo 2010.

Variables Mujeres Hombres t
(x =BE) (x £ DE)—

Glicemia (mg/dl) 88,37+ 17,69 92,13+ 9,91 -1,16
Triglicéridos (mg/dl) 98,12 + 48,83 110,95 + 54,38 -1,12
CT (mg/dl) 168,84 + 33,40 169,42 + 37,11 -0,07
HDL-c (mg/dl) 42,98 + 9,08 39,84 + 8,02 1,64
LDL-c (mg/dl) 106,84 + 32,84 107,34 + 30,96 -0,07
VLDL-c (mg/dl) 19,51+ 9,79 22,24 £10,90 -1,19
IMC (kg/m?) 26,72+ 7,01 2583+ 2,48 0,74
ICC 0,86+ 0,07 0,93+ 0,04 -5,45

X: media; DE: desviacion estandar; t: t de Student + 1,94; CT: colesterol; HDL-c: colesterol de alta
densidad; LDL-c: colesterol de baja densidad; VLDL-c: colesterol de muy baja densidad; IMC: indice
de masa corporal; ICC: indice de cintura-cadera.

En la tabla 5 se muestran los valores medios de los parametros bioquimicos y
antropométricos de los individuos evaluados, clasificados segun los genotipos del
sitio polimoérfico Tagl. Los datos fueron analizados a través de la prueba ANOVA,
considerando a los individuos homocigotos G/G y heterocigotos G/A en un mismo
grupo. No se encontrd asociacion significativa entre los pardmetros determinados y

los genotipos encontrados en este grupo de estudio.



Tabla 5. Parametros bioquimicos y antropométricos en la muestra perteneciente al
estado Sucre, seglin los genotipos del sitio polimérfico Taql, enero-marzo 2010.

Genotipos

Variables A/A (-/-) G/A (+/-)-G/G (+/+) p

Glicemia (mg/dl) 91,36 + 15,45 85,53+ 9,89 0,14
Triglicéridos (mg/dl) 105,00 £+ 53,67 100,88 + 44,18 0,77
CT (mg/dl) 170,14 + 36,30 165,24 +30,07 0,61
HDL-c (mg/dl) 40,98 £ 8,27 43,47 +10,14 0,30
LDL-c(mg/dl) 108,55 + 33,48 101,53 + 24,33 0,42
VLDL-c (mg/dl) 20,93 £10,79 20,24 + 8,78 0,81
IMC (kg/m?) 26,19+ 4,02 2837+ 6,60 0,09
ICC 0,90+ 0,06 0,88 + 0,08 0,33

A/A: adenina/adenina; G/A: guanina/adenina; G/G: guanina/guanina; p <0,05: probabilidad;
CT: colesterol; HDL-c: colesterol de alta densidad; LDL-c: colesterol de baja densidad; VLDL-c:
colesterol de muy baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura-cadera.

La tabla 6 muestran los valores de los parametros bioquimicos y
antropométricos de los individuos estudiados, distribuidos de acuerdo a los genotipos
encontrados para el polimorfismo Hincll. No se observaron diferencias

significativamente entre las variables analizadas y los genotipos encontrados.

En la tabla 7 se muestran los diferentes parametros que se analizaron en este
estudio y los valores medios clasificados de acuerdo a los genotipos del polimorfismo
Avall, donde no se encontr6 una asociacion significativa entre los resultados, a
excepcion de los triglicéridos y VLDL-c que mostr6 una diferencia significativa en
relacion a los genotipos encontrados para dicho polimorfismo (p<0,05), observandose
mayor valor para el genotipo C/C, el cual indica la presencia del sitio de corte;
resultados que son similares a los reportados por Ahn y cols. (1994) en la poblacion

caucésica femenina postmenopdausica (p<0,05).



Tabla 6. Parametros bioquimicos y antropométricos en la muestra poblacional del
estado Sucre, clasificados de acuerdo con los genotipos del sitio polimorfico Hincll,
enero-marzo 2010.

Variables Genotipos
C/C (-/-) T/C (+/-) T/T (+/+) p

Glicemia (mg/dl) 92,88 £ 9,57 93,20 + 21,20 87,49+ 8,08 0,22
Triglicéridos (mg/dl) 138,13 £ 60,79 100,17 £ 52,15 100,58 + 48,28 0,14
CT (mg/dl) 162,75 £41,11 169,23 3840 170,21 +31,94 0,86
HDL-c (mg/dl) 40,50 £ 8,62 40,87 + 8,80 42,14+ 8,77 0,78
LDL-c (mg/dl) 94,75 + 36,48 109,17 £36,75 107,91 £27,13 0,51
VLDL-c (mg/dl) 27,50 + 12,34 19,90 + 10,48 20,16 £ 9,66 0,15
IMC (kg/m?) 26,75+ 4,27 26,47 + 4,46 26,75+ 5,06 0,97
ICC 0,88 = 0,08 0,91+ 0,06 0,89+ 0,07 0,30

C/C: citosina/citosina; T/C: timina/citosina; T/T: timina/timina; p < 0,05: probabilidad; CT: colesterol;
HDL-c: colesterol de alta densidad; LDL-c: colesterol de baja densidad; VLDL-c: colesterol de muy
baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura-cadera.

Tabla 7. Parametros bioquimicos y antropométricos en la muestra perteneciente al
estado Sucre, distribuidos segin los genotipos del sitio polimodrfico Avall, enero-
marzo 2010.

Parametros Genotipos
T/T(-/-) C/T (+/-) C/C (+/1) p

Glicemia (mg/dl) 86,03+ 8,67 92,11+ 17,30 94,14+ 16,26 0,12
Triglicéridos (mg/dl) 102,26 + 52,57 92,64 + 44,11 137,86 +£ 56,23 0,02
CT (mg/dl) 173,13 +£29,66 163,42 +37,79 174,86 £38,55 0,42
HDL-c (mg/dl) 43,61+ 8,52 40,11 +£ 9,18 40,42+ 7,24 0,23
LDL-c (mg/dl) 109,03 +23,62 105,42 +37,23 107,00+ 34,33 0,90
VLDL-c (mg/dl) 20,48 £ 10,52 18,47 + 8,89 27,43+11,34 0,02
IMC (kg/m?) 27,05+ 5,24 25,89+ 4,46 27,70« 8,30 0,62
ICC 0,88+ 0,06 0,90+ 0,06 091+ 0,08 0,35

C/C: citosina/citosina; T/C: timina/citosina; T/T: timina/timina; p <0,05: probabilidad; CT: colesterol;
HDL-c: colesterol de alta densidad; LDL-c: colesterol de baja densidad; VLDL-c: colesterol de muy
baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice de cintura-cadera.

En la tabla 8 se sefialan datos personales de los individuos que participaron en
el presente estudio, tales como los antecedentes familiares, el tabaquismo, el consumo
de bebidas alcoholicas y la actividad fisica, los cuales, son considerados factores de

riesgo predisponentes para la aparicion de ECNT como la obesidad, diabetes mellitus,



dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, entre otros. Con respecto a los
antecedentes familiares para el riesgo de sufrir de ECNT, se observo que el 9,87%
(n=8) indic6 tener antecedentes de algunas de estas patologias. En relacion a los
habitos de fumar, solo el 11,11% reportd ser fumador o exfumador. El 54,32% senal6
consumir bebidas alcoholicas, un 45,68% de manera ocasional y un 8,64%
semanalmente. El 70,47% afirmé no realizar actividad fisica o lo hacen de manera

moderada.

Tabla 8. Factores de riesgo para padecer enfermedades crénicas no transmisibles,
evaluados en los individuos en estudio perteneciente al estado Sucre, enero-marzo de
2010.

Factores de riesgo n Porcentaje (%)
ANTECEDENTES FAMILIARES

Ausencia 73 90,12
HTA 4 4,94
Diabetes 2 2,47
HTA-Hcol 1 1,23
HTA-Hcol-Htg-ECV-diabetes 1 1,23
HABITOS DE FUMAR

Nunca ha fumado 72 88,89
Ex fumador 5 6,17
Fumador 4 4,94
CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

Nunca 18 22,22
Ocasional 37 45,68
Tres veces por mes 19 23,46
Tres veces por semana 7 8,64
ACTIVIDAD FiSICA

Sedentarismo 29 35,90
Actividad moderada 28 34,57
Actividad frecuente/deportista 24 29,63

n: nimero de individuos; HTA: hipertension arterial. Hcol: hipercolesterolemia, Htg:
hipertrigliceridemia. ECV: enfermedad cardiovascular.



Las figuras 1, 2 y 3 muestran los sitios de restriccion polimoérficos Taql, Hincll
y Avall del gen LDLR, en geles de poliacrilamida. Lo patrones de bandas para los
productos amplificados y digeridos con las respectivas enzimas, concuerdan con los
tamafios de las bandas reportadas en la literatura (Hoobs y cols., 1987; YamaKawa y

cols., 1987; Leitersdorf y Hoobs, 1988).

185pb

137pb

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 12% donde se observan las bandas que describen
los genotipos del sitio de restriccion polimoérfico Taql, ubicado en el gen que codifica
para el receptor de la lipoproteina de baja densidad (gen LDLR).

Pozo 1,2, 4 y 5: genotipo A/A; pozo 3: genotipo G/A, pozo 6: presencia del genotipo G/G; pozo 7:
patron (ADN del plasmido pBR 322 digerido por la enzima de restriccion Mspl); pozo 8: muestra sin
digerir.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida al 12% donde se observan las bandas que identifican
los genotipos del sitio de restriccion polimérfico Hincll, ubicado en el gen que

codifica para el receptor de la lipoproteina de baja densidad (gen LDLR).

Pozo 1: Presenta la muestra sin digerir; pozo 2: Genotipo C/C; pozo 3, 5 y 7: presencia del genotipo
T/T; pozo 4 y 6: genotipo T/C; pozo8: patron (ADN del plasmido pBR 322 digerido por la enzima de
restriccion Mspl)

228pb

141pb

87pb

Figura 3. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestran las bandas que describen
los genotipos del sitio de restriccion polimorfico Avall, ubicado en el gen que
codifica para el receptor de la lipoproteina de baja densidad (gen LDLR).

Pozo 1: se observa el patron (ADN del plasmido pBR 322 digerido por la enzima de restriccion Mspl);

pozo 2, 4,5 y 6: genotipo C/T; pozo 3: genotipo C/C; pozo 7: genotipo T/T; Pozo 8: muestra sin
digerir.



DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de mortalidad en
muchos paises, incluyendo Venezuela. Uno de los factores principales de estas
patologias, son atribuidas a las alteraciones del metabolismo de los lipidos y
lipoproteinas con incremento de los niveles plasmaticos de los mismos. E1 LDLr es
una proteina de membrana, que juega un papel fundamental en la homeostasia del
colesterol, por lo cual, algunos defectos en su sintesis podrian contribuir a la
variacion en los niveles de colesterol plasmatico en la poblacion en general y estar
asociado al padecimiento de hipercolesterolemia, considerada una de las condiciones
predisponentes al desarrollo prematuro de estas patologias. El gen LDLR, ha sido
objeto de muchos estudios y los mismos han sentado las bases para demostrar que
este gen es altamente polimorfico, con frecuencias variables entre diferentes grupos

poblacionales (Rader y cols., 2003; Colpo, 2005).

En el presente estudio, se observo que el sitio de restriccion polimorfico Taql
presentd una frecuencia alélica de 11,00%; la cual es similar a la descrita por Miserez
y cols. (1993), en la poblaciéon de Suiza (10,80%) e inferior a la de Alemania
(33,70%). Sin embargo, es mas elevada que las frecuencias obtenidas por Humphries
y cols. (1993), en Londres (8,00%), y por Chaves y cols. (1996) en Espaia (8,20%).
En el continente africano se han realizado pocos estudios, encontrandose en Surafrica
valores bajos (3,60%) (Kotze y cols., 1989); mientras que en Asia, Yamakawa y cols.
(1991) y Chae y cols. (2001), observaron en Japén (51,20%) y Corea (46,50%),

respectivamente, las mayores proporciones de Tagl reportadas hasta en el momento.

Segun los datos disponibles, en el continente americano sé6lo se ha realizado un
estudio en Minnesota-EEUU, donde Haviland y cols. (1997) sefialan una frecuencia
de Tagl (10,00%) similar a la observada en los individuos del estado Sucre, y otro

analisis en Brasil por Mattevi y cols. (2000), quienes alegan que no existian



diferencias significativas en las frecuencias de esta variante en tribus amerindias
como Gavido (15,00%), Wai Wai (15,00%), Zord (16,00%), Surui (17,00%) y
Xavante (25,00%) (Anexo 10). La informaciéon existente permite deducir que, la
presencia del sitio de reconocimiento para la enzima Tagl en esta zona del genoma, es
poco frecuente en la mayoria de las poblaciones estudiadas, a excepcion de los paises
asiaticos donde se observan frecuencias mayores al 46,00% (Yamakawa y cols.,
1991; Chae y cols., 2001). Ademas, salvo algunas particularidades, parece mantener

una distribucidén uniforme dentro de un mismo continente.

Las frecuencias genotipicas para Tagql en la poblacion analizada, fueron
mayores para A/A (79,01%, n=64); seguida de G/A (19,75%, n=16) y muy bajas para
G/G (1,24%, n=1), ajustandose al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) (Anexo 13),
cumpliendo con las condiciones propuesta por este teorema; el cual considera los
siguientes tratados: el tamafio de la poblacion debe ser infinitamente grande, la
segregacion de los genes acontecen de acuerdo a las leyes de Mendel, los
apareamientos suceden al azar, el aporte de nuevos alelos por sucesos mutacionales es
omisible, no debe existir intercambio de genes con individuos de otras poblaciones,
ademas todos los individuos deben tener en promedio igual nimero de descendientes;
deduciéndose que las frecuencias génicas y genotipicas en la poblacion se mantienen
constantes de generacion en generacion. Es importante sefialar que la mayoria de los

reportes sobre Tagl no hacen referencia de las frecuencias genotipicas (Crown, 1999).

En el presente estudio, no se observd asociaciéon de los genotipos del
polimorfismo Tagl con los pardmetros bioquimicos y antropométricos analizados.
Estos resultados son similares a los reportados por Mattevi y cols. (2000), quienes
realizaron andlisis antropométricos en la poblacion de Brasil. No obstante,
Yamakawa y cols. (1988), Yamakawa y cols. (1991) y Chae y cols. (2001), alegan
que este sitio de restriccion puede tener asociacion significativa con los niveles de

lipidos en suero y la confirmacién de la HF, en familias japonesas y coreanas,



respectivamente. En Japon, el Tagl proporciond informacién de genes mutantes en
dos de seis familias con HF, sugiriendo su utilidad como marcador genético en el
locus del LDLR y para el andlisis de algunas mutaciones en este receptor.
Posteriormente, el mismo grupo de investigacion, realizaron un estudio en 17
familias, de las cuales 16 presentaban severa hipercolesterolemia asociada a xantomas
en los tendones. Estos resultados son compatibles con la interpretacion de que la HF
es ocasionada por defectos en el gen LDLR (Yamakawa y cols., 1988; Yamakawa y

cols., 1991).

La frecuencia alélica del sitio de restriccion polimorfico Hincll en los
individuos del estado Sucre (72,00%) analizadas en el presente estudio, fueron
superiores a las encontradas por Humphries y cols. (1993) en las poblaciones
caucasicas de Londres (49,00%), por Miserez y cols. (1993) en Alemania (62,90%) y
Suiza (56,90%), por Horinek y cols. (1995) en la Republica Checa (50,00%) y a la
observada por Chaves y cols. (1996) en Espana (59,80%). En Australia Zee y cols.
(1995) reportaron una frecuencia (57,00%), semejante a las europeas. En Asia este
alelo ha mostrado gran variabilidad, con proporciones bajas en Japon (16,90%) y
China (16,80%), de acuerdo a los reportes de Fu y cols. (2001) y de Zeng y cols.
(2010), respectivamente. Por otra parte, Petrishchev y cols. (1992) en Rusia (75,65%)
y Sambuugiin y cols. (1992) en Mongolia (76,53%), encontraron valores
aproximados a los observados en este estudio. No obstante, exceptuando algunas
poblaciones amerindias de Brasil, Chae y cols. (2001) obtuvieron en Corea (86,20%),

la frecuencia mas alta reportada para este locus.

En América, la mayoria de los reportes existentes muestran valores inferiores a
los observados en el presente estudio. Es asi como, Haviland y cols. (1997) y Boright
y cols. (1998) sefialan las frecuencias de poblaciones del norte como Minnesota
(58,00%) y Alberta-Canada (61,00%), respectivamente; mientras que, en Suramérica,

Salazar y cols. (1999), Salazar y cols. (2000) estudiaron caucésicos brasilefios



(45,00%); no obstante, Nakazone y cols. (2009), analizando otro grupo de individuos
brasilefios descendientes de europeos, encuentran frecuencias mas elevadas en Brasil
(60,00%), sugiriendo una distribucion diferencial de este polimorfismo, atin dentro de
un mismo pais. Estas diferencias son mas pronunciadas en poblaciones brasilefias
amerindias como Xavante (54,00%) y Gavido (65,00%), ademas de Wai Wai
(75,00%), Zoro6 (77,00%) y Surui (90,00%), en las cuales se observaron proporciones
mayores en comparacion con los resultados obtenidos en este estudio (Anexo 11). En
el continente africano no se han encontrado reportes al respecto. Estos hallazgos
evidencian que Hincll presenta una frecuencia elevada, con una distribucion mas o
menos uniforme en Europa y América del Norte y algo contrastante en Asia, con
valores muy elevados en unos paises (Corea y Mongolia) y mas bajos en otros (Japon
y China) (Sambuugiin y cols., 1992; Miserez y cols., 1993; Chaves y cols., 1996;
Haviland y cols., 1997; Boright y cols., 1998; Chae y cols., 2001; Fu y cols.; 2001;
Zeng y cols.; 2010).

Para Hincll las frecuencias genotipicas fueron de 53,08% (n=43) para T/T;
37,04% (n=30) para T/C y 9,88% (n=8) para C/C. La muestra analizada se encontro
en equilibrio de Hardy-Weinberg, manifestando concordancia entre las proporciones
alélicas y genotipicas (Anexo 13). Estos resultados son semejantes a los mostrados
por Sambuugiin y cols. (1992) en la poblacién de Mongolia con 58,42% de T/T,
37,30% T/C y 5,34% C/C. Mientras que, difieren de otros reportes donde las
tendencias son invertidas, con mayores valores para los heterocigotos T/C. En este
sentido, Zee y cols. (1995), encontraron para este genotipo un 41,67% en Australia
(36,46% para T/T y 21,88% de C/C), Boright y cols. (1998) un 46,80% en Alberta-
Canada (con 37,30% T/T y 15,90% de C/C) y Nakazone y cols. (2009) un 55,00% en
Brasil (32,00% T/T y 13,00% C/C). Por su parte, Salazar y cols. (1999) obtienen
proporciones superiores para T/C (55,00%); sin embargo, muestran un incremento
considerable de C/C (27,00%) y valores mas bajos del homocigoto para la presencia

del sitio HinclI (18,00%), en un grupo de brasilefios caucasicos, lo cual es compatible



con las méas bajas frecuencias del alelo T (45,00%) encontradas en esa poblacion.

En contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio, en Asia se
observan tendencias distintas. Al respecto, Fu y cols. (2001), reportan mayor
proporcion de C/C (70,30%), seguida de T/C (25,50%) y en muy baja frecuencia de
T/T (4,20%) en la poblacion japonesa; en tanto que, Zeng y cols. (2010) observan
valores semejantes de C/C (70,70%) y T/C (25,00%) en Changsha-China, acorde con
una proporcion mayor al 83,00% para la ausencia del sitio de restriccion Hincll en

ambas poblaciones.

En este estudio, no se encontr6 asociacion entre los parametros bioquimicos y
antropométricos, con los genotipos del sitio de restriccion Hincll. Resultados
similares fueron planteados por Nakazone y cols. (2009), en la poblacion de Brasil,
donde no se correlaciond este sitio con diferencias en los niveles lipidicos y la
presencia de xantolemas. Asimismo, Zeng y cols. (2010) reportaron en Changsha-
China la ausencia de asociacion de este polimorfismo con la incidencia a hemorragias
cerebrales y su efecto con las concentraciones lipidicas. Sin embargo, en los grupos
con la presencia del sitio Hincll, encontrados en este estudio, se mostro niveles
mayores de colesterol total y menores de triglicéridos y VLDL-c, aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Otros reportes han mostrado que ¢l polimorfismo Hincll, esta relacionado con
alteraciones en los niveles lipidicos, que pueden conllevar a la predisposicion de
enfermedades cardiovasculares. Boright y cols. (1998), reportaron una asociacion
significativa de Hincll con niveles de LDL-c en individuos normolipidémicos de
Alberta-Canada, postulando que las variaciones estructurales en el gen LDLR
influyen en las funciones del receptor LDLr, afectando de esta manera las
concentraciones plasmaticas de las lipoproteinas en esta poblacion. Salazar y cols.

(1999; 2000), también reportaron un incremento de los niveles de colesterol total y



LDL-c, en individuos brasilefios con enfermedades cardiovasculares que presentaban
el sitio Hincll en estado homocigoto (T/T). Asi mismo, Fu y cols. (2001) en una
poblacion japonesa de individuos normotensos, lo relacionaron con aumento en los
niveles plasmaticos de colesterol total y LDL-c. Por otra parte, Mattevi y cols. (2000),
encontraron asociacion de este sitio polimoérfico, con parametros antropométricos

como los pliegues cutaneo, en algunas poblaciones nativas de Brasil.

Zhu y cols. (2007) plantearon que el HinclI es un inhibidor de la eficiencia de la
funcion de empalme del LDLr, lo cual puede ser fisiologicamente relevante ya que la
presencia del alelo T (+) se asocio con un aumento del colesterol total y del LDL-c en
los miembros femeninos del Estudio Framingham Offspring (FOS, del inglés
Framingham Offspring Study), Massachusets-USA. Este analisis fue realizado in vivo
en muestras de higado humano, estableciendo una asociacion significativa de Hincll
con la disminucién de la funciéon de empalme en mujeres, observandose mayores
diferencias de los niveles de colesterol en aquellas que estaban en estado de pre-
menopausia. Segun este reporte, la presencia de Hincll se encuentra en un 60,00% de
los caucésicos y se asocia con un aumento del 10,00% de colesterol total y de LDL-c

en las mujeres con esta condicion fisioldgica.

En relacion al sitio de restriccion polimoérfico Avall, la frecuencia observada en
el presente estudio fue de 39,00%. Estos resultados son comparables con los de
varios paises europeos, encontrandose valores similares a los reportados por Horinek
y cols. (1995) en la Republica Checa (39,00%), por Daga y cols. (1990) en Italia
(38,70%) y por Chaves y cols. (1996) en Espafia (37,50%), sin embargo, es superior
a la frecuencia de Alemania (6,30%), de acuerdo a lo sefialado por Miserez y cols.
(1993) e inferior a la de Humphries y cols. (1993) en Londres (49,00%). Ademas de
las obtenidas por Rodningen y cols. (1993) en Noruega (48,00%), por Miserez y cols.
(1993) en Suiza (43,00%) y por Ahn y cols. (1994) en el norte de Europa (43,00%).

En el continente africano, Berkman y cols. (1992) sefialan para Israel una frecuencia



de 47,00% y en Surafrica Kotze y cols. (1989) describen valores (37,80%) similares
a las del presente estudio. En Asia las frecuencias obtenidas fueron bajas de acuerdo
a los reportes de Liu y cols. (2003) en Shanghai-China (14,30%), de Yamakawa y
cols. (1991) en Japdn (14,90%), de Guo y cols. (2002) en Han-China (23,00%) y de
Chae y cols. (2001) en Corea (24,00%); sin embargo, Ninsha y cols. (2010)

encontraron valores superiores en la India (67,00%).

En el continente americano existen pocas referencias al respecto, destacandose
los trabajos de Leitersford y cols. (1989), quienes describen en individuos
norteamericanos (43,10%) una frecuencia similar a la de hispanos del Valle de San
Luis Colorado (44,00%), segun Ahn y cols. (1994); mientras que, Haviland y cols.
(1997), obtuvieron en Minnesota un valor mas elevado (56,00%). En Suramérica,
Salazar y cols. (1999; 2000) y Nakazone y cols. (2009) encontraron semejanzas en
dos grupos de brasilefios de ascendencia europea, (45,00, 45,00 y 43,00%
respectivamente); sin embargo, Mattevi y cols. (2000) hallaron variaciones en tribus
nativas brasilefias como Surui (36,00%), Zoré (41,00%), Gavido (47,00%), Wai Wai
(58,00%) y Xavante (73,00%) (Anexo 12). De acuerdo a lo planteado, este

polimorfismo es frecuente en la mayoria de las poblaciones estudiadas.

Los individuos sucrenses evaluados en este estudio, mostraron para Avall
valores superiores para el genotipo C/T (44,44%, n=36), seguido de T/T (38,27%,
n=31) y por altimo C/C (17,28%, n=14); a partir de estas proporciones se observd que
la poblacion se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg (Anexo 13). Estos
resultados difieren de lo encontrado por Ahn y cols. (1994) en un grupo no hispano
del Valle de San Luis, Colorado (inmigrantes europeos), que mostraron valores
mayores de C/T (52,88%, n=283%) e invertidos para C/C (30,35%, n=163) y T/T
(16,75%, n=90); semejantes a los observados para el grupo hispano que presentaron
las mismas tendencias para C/T (54,86%, n=203), C/C (28,88%, n=105) y T/T
(16,86%, n=62). Con respecto a las frecuencias reportadas por Salazar y cols. (1999)



en Brasil fueron de C/T (58,00%), T/T (26,00%) y C/C (16,00%), reflejando que este

polimorfismo tiene una alta heterogeneidad poblacional.

En el presente trabajo los individuos homocigotos para la presencia de Avall
(C/C) tuvieron valores de glicemia, triglicéridos, colesterol total, VLDL-c, IMC e
ICC, mayores que los de los genotipos C/T y T/T, no obstante, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas, a excepcion de los niveles de triglicéridos y
VLDL-c, los cuales presentaron una marcada diferencia (p<0,05) con valores
mayores para C/C (137,86 y 27,43 mg/dl respectivamente). La media de los niveles
de triglicéridos (T/T=102,26 y C/T=92,64 mg/dl) y de VLDL-c (T/T=20,48 y
C/T=18,47 mg/dl), no mostraron una tendencia a disminuir con la presencia de T,
sugiriendo la inexistencia de un efecto de dosis alélica. Resultados similares fueron
obtenidos por Ahn y cols. (1994), en el grupo caucasico no hispano, mostrando un
efecto especifico de género y limitado a las mujeres postmenopdusicas de la

poblacion estudiada.

Por otra parte, Pongrapeeporn y cols. (2000), en individuos de Taiwan,
encontraron asociaciéon entre la presencia de Avall, y el aumento de las
concentraciones de los triglicéridos. Mientras que Nakazone y cols. (2009),
reportaron tal asociacion solo para el Hincll. Estos resultados son contradictorios de
acuerdo a lo expuesto por otros autores, quienes sefialan que las mutaciones que
suprimen la expresion del LDLR tienen relativamente poca influencia sobre los
niveles de triglicéridos o HDL-c. No obstante, no se descarta la influencia que pueden
ejercer diferentes polimorfismos ubicados en otros genes y potenciados por diversos

factores ambientales (Nakazone y cols., 2009).

Aunque el sitio de restriccion polimoérfico Avall en este estudio, solo presentd
asociacion significativa con los niveles de triglicéridos y VLDL-c, otros reportes han

sefialado relacion con el colesterol total y LDL-c. Ahn y cols. (1994), plantearon



asociacion de ambas variables en un grupo de mujeres hispanas y no hispanas del
Valle de San Luis; alegando que las variaciones en el LDLR contribuyen a determinar
los niveles de colesterol en personas normolipidémicas. Igualmente, Salazar y cols.
(1999), indicaron que Avall conjuntamente con Hincll, contribuyen a la variabilidad
de los niveles del colesterol total y LDL-c, en individuos de Brasil con alto riesgo de
padecer enfermedades coronarias. Pongrapeeporn y cols. (2000), ademds de reportar
asociacion de Avall con las concentraciones de triglicéridos, también mostraron
relacion con los niveles de colesterol total de individuos de Taiwan; deduciendo que
los polimorfismos en el LDLR, son utiles marcadores genéticos para predecir
enfermedades cardiovasculares. Por su parte, Mattevi y cols. (2000), encontraron
asociacion de Avall con el IMC, sugiriendo que el gen LDLR tiene influencia sobre

las células adiposas en los tejidos.

Con respecto a los valores de los parametros bioquimicos y antropométricos
obtenidos en este estudio, no se observaron diferencias significativas por género. Vale
la pena sefalar que estas variaciones en el gen LDLR son de tipo autosomicas, es
decir, que no se encuentran ligadas al sexo. Estos resultados son similares a los
encontrados por varios autores, no obstante, para los sitios de restriccion polimorficos
Avall y Hincll se han reportado diferencias significativas de colesterol total,
considerando cada sexo por separado. Es importante destacar que los agentes
bioldgicos como el estatus hormonal potenciados con multiples factores ambientales

pueden ocasionar estas diferencias por género (Anh y cols. 1994; Zhu y cols., 2007).

Los reportes disponibles hasta los momentos, sefialan que los polimorfismos
estudiados presentan frecuencias variables en las diferentes poblaciones analizadas.
Para Tagl, se presentan frecuencias mayores en Asia (46,50-52,00%) (Yamakawa y
cols., 1991; Chae y cols., 2001), y menores en Africa (3,60%) (Kotze y cols., 1989).
En el sitio polimorfico Hincll los valores mas elevados son en América de 45,00 a

90,00% (Haviland y cols., 1997; Boright y cols., 1998; Salazar y cols., 1999; Mattevi



y cols., 2000; Nakazone y cols., 2009), y Asia (hasta 86,20%) (Chae y cols., 2001).
Para Avall las proporciones en América van desde 36,00 hasta 73,00% (Ahn y cols.,
1994; Haviland y cols., 1997; Salazar y cols., 1999; Mattevi y cols., 2000; Nakazone
y cols., 2009) superando las de Asia (15,00-67,00%) (Yamakawa y cols., 1991; Chae
y cols., 2001; Guo y cols., 2002; Liu y cols., 2003) y Europa (6,30-49,00%)
(Humphries y cols., 1993; Miserez y cols., 1993; Chaves y cols., 1996). En general
los paises mas estudiados son los europeos y los menos analizados son los del
continente africano. Mientras que en América van dirigidos a Estados Unidos (Kotze
y cols., 1989; Humphries y cols., 1993; Ahn y cols., 1994; Chaves y cols., 1996;
Mattevi y cols., 2000; Chae y cols., 2001; Guo y cols., 2002; Zhu y cols. 2007).

A pesar de que el andlisis de estos sitios de restriccion se ha realizado en
diversas zonas, con un predominio en el continente europeo, ain no se dispone
suficiente informacion al respecto, lo que dificulta precisar la existencia de un patrén
geografico particular. Sin embargo, es importante tomar en cuenta las variaciones en
las zonas investigadas, sobre todo en estudios realizados en el continente americano,
debido a que estas poblaciones presentan un alto grado de variabilidad genética
producto del proceso de colonizacion y se requiere de un criterio estricto de seleccion
de la muestra, para evitar problemas de interpretacion de resultados, debido al

fenémeno de estratificacion poblacional.

En Venezuela, estudios realizados por Rodriguez-Larralde y cols. (2000; 2001),
en diferentes regiones del pais, utilizando la distribucion de los apellidos y los grupos
ABO y Rh, hacen referencia de una gran heterogeneidad, las cuales, podrian ser
producto de aportes diferenciales de los distintos grupos poblacionales que han
contribuido a la estructura de la misma, donde se establece que ha recibido genes
europeos y africanos en distintas proporciones, sefialando un aporte de origen espafiol
de 58,80%, seguido del amerindio (28,50%) y por ultimo del componente africano

(12,60%). Asi mismo, en la region oriental venezolana conformada por los estados



Anzoategui, Bolivar, Monagas, Sucre y Nueva Esparta, se sefala que el porcentaje a
partir del analisis de grupo sanguineo ABO y Rh para el aporte europeo fue de
42,30%, un 33,00% para el amerindio y un 24,70% para el africano (Rodriguez-
Larralde y cols., 2001). Por su parte, Vivenes y cols. (2005; 2008) encontraron

tendencias similares en individuos de los estados Monagas, Sucre y Nueva Esparta.

Los hallazgos sefialados en estudios previos, permitieron deducir que en
Venezuela, el proceso de conquista y colonizacion fue violento y en poco tiempo
diezm¢ en forma apreciable la poblacion aborigen, con un flujo migratorio constante
desde Europa, mayoritariamente de origen espafiol (Rodriguez-Arroyo y cols., 2000;
2001; Vivenes y cols., 2005; 2008). Es importante considerar en el pais el estudio
genético por regiones, tomando en cuenta los criterios de seleccion para una mejor

interpretacion de resultados (Rodriguez-Arroyo y cols., 2000).

En un estudio preliminar, Rodriguez-Arroyo y cols. (2008), evaluaron los
polimorfismos Tagl, Hincll, Avall, Mspl y Ncol del gen LDLR, y sus posibles
asociaciones con las condiciones de sobrepeso/obesidad en 41 individuos del estado
Sucre, Venezuela, siguiendo los criterios de seleccion con respecto a la procedencia
familiar, con la finalidad de mantener la homogeneidad genética de los individuos
analizados. Se encontrd que Tagl (+/-) se asocid con alto riesgo de padecer ECNT
segun la C.CIN, y con mayores promedios de P, IMC, indice de conicidad (IC) e ICC,;
mientras que Hincll (+/+) se asocié con mayores promedios de colesterol total.
Ademas, Avall (+/+) se caracterizdo con menores promedios de HDL. Por otra parte,
los sitios polimoérficos Mspl (-/-) y Ncol (+/+) se asociaron con altas probabilidades
de sufrir ECNT de acuerdo al ICC. Estos datos sugieren una susceptibilidad a padecer
sobrepeso/obesidad en individuos del estado Sucre, similar a los estudios previos

realizados por Mattevi y cols. (2000) en individuos nativos de Brasil.

El carécter polimorfico del LDLR ha sido demostrado por la existencia de



RFLPs dentro del gen, los cuales pueden utilizarse como marcadores genéticos para
la construccion de haplotipos, que consisten en la combinacion particular de una serie
de sitios de restriccion encontrados en una region especifica del cromosoma y que son
heredados en bloques, de generacion en generacion. Ademas de su uso en estudios
familiares, el andlisis de haplotipos se ha aplicado en investigaciones poblacionales y
puede ser util para determinar el origen y la migracion particular de los alelos
mutantes en el locus del LDLR (Wainscoat y cols., 1983; Chakravarti y cols., 1984;
Orkin y Kazazian, 1984; Lewin y cols., 1996).

Estudios realizados por Miserez y cols. (1993), en Suiza y Alemania
comparadas con otras cuatro poblaciones, analizadas previamente como
Italia, por Daga y cols. (1990); América del Norte, por Leitersdorf y cols.
(1989); Sudafrica, por Kotze y cols. (1989) y Japon por Yamakawa y cols.
(1991), demostraron que las frecuencias de estos sitios polimérficos difieren
significativamente segun el origen poblacional. Posteriormente, Chaves y
cols. (1996), estudiaron siete polimorfismos (Taql, Hincll, Avall, Stul, Pvull y
Ncol) en Espafia, para la construccion de haplotipos, observando un
predominio de los mismos, destacados en Suiza y Alemania, sin embargo, la
frecuencia individual de Avall y Ncol, es diferente de las poblaciones
europeas como Noruega segun el analisis de Rodningen y cols. (1993), lo
que demuestra la alta heterogeneidad del gen LDLR, sugerido por Chaves y
cols. (1996) y por Miserez y cols. (1993).

Es dificil establecer comparaciones de los resultados obtenidos por
Mattevi y cols. (2000), en poblaciones amerindias de Brasil, con los
reportados para europeos o asiaticos, debido a que el conjunto de RFLPs
utilizados para obtener haplotipos difieren en todas las investigaciones. Sin
embargo, la heterogeneidad genética o distribucion heterogenea observada

en las tribus brasilefias es tan alta como las encontradas en ambos



continentes. El orden en que los sitios deben ser elegidos, se basa no sélo
en el grado de informacion que proporciona un RFLP, sino también en su
utilidad conjunta con otros (Kotze y cols. 1989; Leitersdorf y cols. 1989;
Taylor y cols. 1989; Daga y cols. 1990; Yamakawa y cols. 1991; Miserez y
cols. 1993).

Estudios realizados en amerindios brasilefios han demostrado que,
éstos constituyen un excelente grupo para investigar la interrelacion entre la
obesidad y la genética, ya que tienen una relativa homogeneidad y no
presentan ninguno o pocos niveles de mezcla con poblaciones no indigenas.
Ademas, su dieta tradicional, habitos y estilo de vida también difieren de las
de otras sociedades occidentales. Los datos epidemiolégicos aun cuando
son escasos, muestran una baja frecuencia de las enfermedades
cardiovasculares y pocos individuos afectados con niveles anormales de
lipidos en plasma. Esta situaciobn parece estar cambiando en muchas
poblaciones, particularmente en aquellas que han tenido una fuerte
interaccidén con grupos no indigenas y que han experimentado una marcada
transformacién en sus habitos nutricionales y estilo de vida (Salzano y
Callegari-Jacques, 1988; Santos y Coimbra, 1996).

La correlacion entre el genotipo y el fenotipo de la mayoria de las mutaciones
en el gen LDLR no estan definidas claramente, debido a insuficientes datos clinicos
en varios reportes y por la gran variabilidad entre los grupos poblacionales
estudiados. Muchos rasgos complejos, como la obesidad, dependen de la interaccion
de varios genes y factores externos, que generan esta condicion desfavorable de
salud, caracterizada por un incremento excesivo de la grasa corporal, originado por
un balance energético positivo mantenido en el tiempo (Després y cols., 1992;

Mattevi y cols., 2000).



Estudios de epidemiologia genética han demostrado que, el nivel de grasa
corporal total y la distribucion en el tejido adiposo de los seres humanos tienen un
importante componente genético, estimado como alrededor del 25,00%. Los genes
relevantes para el metabolismo de las lipoproteinas se encuentran entre los muchos
posibles "genes candidatos", dentro de los cuales se pueden mencionar el gen LDLR,
LEP (Leptina), APO-IV (Apolipoproteina A-IV), POMC (Propiomelanocortina) y
MCA4R (receptor 4 melanocortina), entre otros, pudiendo ser los responsables de esta
variacion genética que conllevan a alterar los mecanismos bioldgicos de regulacion
del peso corporal, y se ve favorecido por la influencia de factores ambientales, tales
como los malos hdbitos alimenticios, el sedentarismo, tabaquismo, consumo de

alcohol, entre otros (Martinez, 2000; Mattevi y cols., 2000; Speakman, 2004).

En muchos paises, la prevalencia de obesidad ha aumentado notablemente,
debido a cambios sociales, especialmente en aquellos que han cambiado sus hébitos
hacia una forma de vida occidental, llevando a una mayor disponibilidad de
alimentos, asi como un progresivo descenso de la actividad fisica. La obesidad
constituye un factor de riesgo frente a numerosas enfermedades cronicas, tales como
la diabetes mellitus, hipertension, enfermedades cardiovasculares y dislipidemias. La
poblacion venezolana, al igual que otros paises subdesarrollados, estd experimentado
estos cambios en sus habitos nutricionales y estilo de vida (Prentice y Jebb, 1995;

Santos y cols., 2005; Canete y Gil, 2007).

De acuerdo a los datos suministrados en las encuestas realizadas en el presente
trabajo, se encontr6 que el 9,87% presentaban antecedentes familiares asociados a
hipertension (HTA), hipercolesterolemia (Hcol), hipertrigliceridemia (Htg),
enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes, evidenciando que una proporcion
importante de estos individuos tienen un riesgo elevado de sufrir estas enfermedades.

Los individuos con antecedentes familiares suelen presentar mayor riesgo de sufrir



estas enfermedades, puesto que las mismas, poseen un componente genético (Escolar

y cols., 2003).

Por otra parte, se encontrd que 6,17% eran exfumadores y el 4,94% fumaban, es
decir, que la poblacion estudiada mostré un riesgo de un 11,11% de padecer
enfermedades asociadas con el tabaquismo. En relacion al consumo de bebidas
alcoholicas, reportaron ingerir de manera ocasional (45,68%), mensual (23,46%) y
semanalmente (8,64%), mientras que, solo el 22,22% sefiald6 no haber ingerido nunca
este tipo de bebidas. El exceso de alcohol es uno de los factores causantes para el
desarrollo de enfermedades vasculares, debido a alteraciones en el metabolismo de

los carbohidratos y las lipoproteinas (Bermtiidez-Pireda y cols., 2003).

En relacion a la realizacion de actividades fisicas, el 35,80% no practican
deportes, el 34,57% lo hacen de madera moderada y s6lo el 29,63% tienen actividad
de forma frecuente o son deportistas. La practica de la actividad fisica en forma
sistematica y regular mejora la posicion corporal, ademas de ser un factor protector
para el mantenimiento de la salud en general; en cambio el sedentarismo se relaciona
con el aumento de peso corporal por un desbalance entre el ingreso y el gasto de
calorias, que puede alcanzar niveles catalogados como obesidad (Escolar y cols.,

2003).

Los habitos alimenticios, han sido identificados como una de las causas
determinantes del estado nutricional del individuo y el consumo inadecuado de éstos,
también son importantes factores para la aparicion de enfermedades degenerativas
(Pérula y cols., 1998; Palma, 2004). En la poblacion evaluada en este estudio, los
individuos presentaron un ingesta balanceada de alimentos, basado en el consumo de
carne de res (69,14%), pollo (44,44%) pescado (46,91%), mientras que la carne de
cerdo (75,31%) la ingieren de modo ocasional o una a tres veces por mes. Asi mismo,

las frutas (43,21%), ensaladas (51,86%), vegetales cocidos (38,27%), tubérculos



(35,80%) y granos (30,86%), lo consumen de manera balanceada. Sin embargo, la
mayoria de la poblacion ingieren diariamente, el azicar refinada (87,67%), aceite
comestible (64,19%), margarina (49,39%) y el café (40,74%), productos que
favorecen la aparicion de ECNT, debido al alto grado energético que contienen
(Anexo 14).

En vista que las ECNT constituyen una causa de muerte en el mundo,
incluyendo Venezuela y su aparicion involucra la interaccion entre factores
genéticos y ambientales. Se considera importante el analisis de las
frecuencias de los polimorfismos en el gen LDLR, los cuales, pueden ser
significativos en la pvariabilidad del perfil lipidico, Gtiles para determinar la
susceptibilidad o la resistencia de estas patologias. Por lo tanto, futuros
estudios seran necesarios para identificar las relaciones moleculares entre
los sitios de restriccién polimérficos Taqgl, Hincll y Avall, ademas de otras

variantes en el gen LDLR.



CONCLUSIONES

La frecuencia alélica del sitio restriccion polimoérfico Taql (11,00%) en individuos
del estado Sucre, se aproxima a las de algunas poblaciones europeas y de Estados

Unidos.

La ausencia de reportes sobre las frecuencias genotipicas de Taql dificultan las

comparaciones para el analisis poblacional en diferentes continentes.

La frecuencia alélica del sitio de restriccion polimoérfico Hincll (72,00%) en
individuos sucrenses se aproxima a la de la poblaciéon de Mongolia (76,53%) y Rusia

(75,65%).

La frecuencia alélica de Hincll en este estudio, es la mas alta encontrada hasta los
momentos en el continente americano, exceptuando algunas poblaciones amerindias

de Brasil.

El sitio de restriccion polimoérfico Avall presenta frecuencias aproximadas a las
reportadas para poblaciones de Europa y Sur Africa, las cuales han participado en el

proceso de colonizacidon venezolana.

Las frecuencias genotipicas encontradas para Hincll y Avall en esta investigacion,
difieren de la mayoria de los grupos estudiados, a excepcion de la poblacion de

Mongolia para el polimorfismo HincII.

El gen LDLR presenta heterogeneidad variable, en relacion con los sitios de

restriccion analizados.



La poblacion del estado Sucre analizada se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg, en relacion a los tres sistemas evaluados.

No existe asociacion de las variables bioquimicas y antropométricas con los

genotipos de los sitios de restriccion Taql y Hincll estudiados.

El sitio de restriccion Avall presenta asociaciéon con los niveles de triglicéridos y

VLDL-c en los individuos del estado Sucre.



RECOMENDACIONES

Estudiar los sitios de restriccion polimorficos Tagl, Hincll y Avall en las diferentes
regiones de Venezuela, para evaluar si se mantienen las mismas tendencias alélicas y

genotipicas.

Aumentar el nimero de RFLPs para determinar si presentan asociaciéon con los

niveles lipidicos y los parametros antropométricos en la poblacion venezolana.

Estudiar si existen asociaciones de Tagl, Hincll y Avall con ECNT, tomando en

cuenta los niveles de lipidos plasmaticos y los pardmetros antropométricos.

Realizar la construccion de haplotipos y analisis de ligamiento para evaluar la

herencia de enfermedades coronarias en las familias venezolanas.
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ANEXOS
ANEXO 1

Representacion esquematica del proceso de endocitosis de las particulas LDL
mediada por el receptor LDLr. (tomado de Diaz y Fernandez, 1996).
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ANEXO 2

Localizacién del gen LDLR en el cromosoma 19 (tomado de Leitersdorf'y cols. 1989;
Couture y cols. 1999).
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ANEXO 3

Dominios estructurales del gen LDLR (tomado de Pocovi y cols. 2002).
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ANEXO 4

Clases de mutaciones funcionales a nivel del receptor LDLr (tomado de Pocovi y
cols. 2002).
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ANEXO 5

Frecuencias alélicas de 22 RFLPs ubicados en el locus del gen del LDLR listados en
orden de 5’a 3’ (tomado de Hobbs y cols. 1990).




Rsal 5' FR 3.2/1.8 75125 American (n = 130)°
Stul 3" FR 20012.5 86/14 American (n = 28)
Bell 5" FR B.75.5 2278 American (n = 18)
Sacl/Kpnl 5" FR 2.05/2 S0¢50 American (n = 10)
Apal 5' FR 4.5/4.2 4/96 American (n = 40)
Pvull 5' FR 8.5/4.9 T6i24 American (n = 90)
‘Bsml 5' FR 18/13 17/83 American (n = 123)
ApalLl Intron 3 12.0/7.2 9515 German (n = 72)
Tagl Intron 4 1.770.6 67733 Japanese (n = 67)
B81/13 American (n = 20)
Sphl Intron 6 3.732 41/59 American (n = 123)
Stul Exon 8 17715 6/94 South African (n = 60)
American (n = 123)
English (n = 154)
Hincll Exon 12 0.1330.098 55/45 American (n = 10)
Awvall (+ Xbal) Exon 13 1.9/1.7 57143 American (n = 123)
Spel Intron 15 21/13 92/8 American (n = 123)
Apall (+ BamHT) Intron 15 9.4/2.8 49/51 American (n = 123)
48/52 English (n = 66)
Pwull Inron 15 16.5/14 75125 English (n = 147)
76124 American (n = 123)
65/35 Afrikaner (n = 65)
6040 Italian (n = 112)
Mspl Exon 18  0.47/0.44 23173 German (n = 91)
Ncol Exon 18 13/3.4 36/64 South African (n = 52)
2872 American (n = 123)
) 26174 English (n = 117)
(dTA)n Exon 18 0.106-0.114 American (n = 27)
Psil 3 FR 3.4/2.85 6040 German (n = 35)
55/45 American (n = 123)
BstEll 3' FR 322 75125 European (n = 20)
Apall (+ Bamf{l) 3' FR 17/13 2773 American (n= 123)
Polimorfismos Localizacion Sitio de Frecuencias Poblacion
Bandas (kb) Alélicas (%)



ANEXO 6

INFORMACION PARA EL PACIENTE

En el Departamento de Bioandlisis de la Universidad de Oriente, Nlcleo Sucre y en el
Laboratorio de Genética Humana del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) se va a llevar a cabo el proyecto de investigacion titulado “Asociacién entre
polimorfismos de los genes para la Leptina (LEP), el Receptor de la Lipoproteina de Baja
Densidad (LDLR) y la Apolipoproteina A-IV (APOA-IV), con fenotipos relacionados a la
obesidad en una muestra del Estado Sucre”, con el objeto de estudiar la asociacién entre
varias caracteristicas hereditarias reportadas previamente en la literatura, con la gordura u
obesidad, a fin de conocer las posibles causas de su aparicion.

Este proyecto estd basado en la observacién de multiples investigaciones donde se ha
demostrado la asociacion de ciertos marcadores genéticos, con la aparicion de la obesidad.

Su participacién en el proyecto consiste en donar, de manera voluntaria, al Departamento de
Bioanalisis de la UDO, nucleo Sucre y al IVIC una muestra de sangre de 10 cc, la cual le
sera tomada por una persona capacitada y autorizada por el referido equipo, después de 12
a 14 horas sin comer, con una inyectadora, de la vena del antebrazo, el cual sera
desinfectado con alcohol. También debera responder las preguntas de una encuesta que
contiene datos personales, socioeconémicos, sobre actividad fisica, historia clinica, consumo
de tabaco y alcohol, cémo es su apetito y consumo de alimentos, reahzada por una persona
capacitada y con caracter confidencial.

La muestra sanguinea a donar sera utilizada unica y exclusivamente para determinar
marcadores genéticos de nuestras células y concentraciones de azdcar y grasa en la sangre.

Las muestras ‘seran almacenadas por los Doctores Alvaro Rodriguez y Dinorah Castro en el
Laboratorio de Genética Humana del IVIC, para ser utilizadas en futuras investigaciones, que
permitan conocer mas acerca de la asociacién de la obesidad con factores genéticos, previa
aprobacién de la Comision de Bioética del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC).

Ademas de la toma de muestra de sangre se le realizaran una serie de medidas en el cuerpo
(peso, talla, y circunferencias de cintura y cadera), con instrumentos hechos para tal fin y por
personal entrenado; esta evaluacién requiere que use la menor cantidad de ropa posible para
garantizar su precision y exactitud: ropa interior, traje de bafio o shorts y franelillas. Con
estas medidas se calcularan una serie de indicadores relacionados con la gordura u
obesidad.

Ni los estudios realizados en las muestras de sangre por Ud. donadas, ni la toma de medidas
en su cuerpo tendran ninglin costo econémico para usted.

Su participacién en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno adicional para ¢
salud. Usted puede retirarse del proyecto en cualquier momento, sin que ello conlleve algu
tipo de consecuencia negativa para usted.



Los resultados obtenidos en el presente estudio solamente seran- usados con fines
academicos. Los resultados de las pruebas realizadas le seran entregados oportunamente.

El equipo de investigadores le garantiza confidencialidad relacionada tanto con su identidad
como con la de cualquier informacion relativa a su persona a la que tengan acceso por
concepto de su participacién en el proyecto antes mencionado.

Cualquier pregunta que tenga en relacién con este estudio, le sera respondida
oportunamente por parte del equipo de investigadores antes mencionado con quienes se
puede comunicar por los teléfonos: 0212-5041491/1138 del Dr. Alvaro Rodriguez en el
Laboratorio de Genética Humana del IVIC



CONSENTIMIENTO VALIDO

Yo, C.l:
Nacionalidad Estado Civil Domiciliado en:
siendo mayor de 18
afios en uso pleno de mis facultades mentales, en completo conocimiento de la naturaleza,
forma, duracién, propdsito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio que mas
abajo indico, y sin que medie coaccién ni violencia alguna, declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de representantes del
grupo de Investigadores del Departamento de Bioandlisis de la UDO nicleo Sucre y del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), coordinados por la Dra. Merlyn
Vivenes y el Dr. Alvaro Rodriguez, de todos los aspectos relacionados al proyecto
“Asociacién entre polimorfismos de los genes para la Leptina (LEP), el Receptor de la
Lipoproteina de Baja Densidad (LDLR) y la Apolipoproteina A-IV (APOA-IV), con
fenotipos relacionados a la obesidad en una muestra del Estado Sucre”

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo fundamental del trabajo antes sefialado es:
Estudiar la asociacion entre varias caracteristicas hereditarias reportadas previamente en la
literatura, con la obesidad, a fin de conocer las posibles causas de su aparicion.

3.-Haber sido informado en qué consiste mi participacion en el proyecto.

4.- Que estoy de acuerdo en el uso, para fines académicos, de los resultados obtenidos en el
presente estudio.

5.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir algtn beneficio de tipo
economico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de
investigacion.

6.- Que la muestra de sangre por mi donada, permanecera bajo la custodia del Dr. Alvaro
Rodriguez y la Dra. Dinorah Castro en el Laboratorio de Genética Humana del IVIC.

7.- Si existiera excedente de sangre en este estudio:

___Autorizo a que sea guardado bajo la custodia de los doctores arriba mencionados, y
utilizado en futuros estudios sobre caracteristicas hereditarias, previa autorizacién del Comité
de Biogtica del IVIC, siempre y cuando sus resultados sean utilizados solo con fines
académicos y no comerciales.

___No autorizo a que se guarde el excedente de células y/o ADN.

8.- Que cualquier pregunta que tenga en relacién con este estudio, le sera respondida
oportunamente por parte del equipo de investigadores antes mencionado con quienes se
puedo comunicar por los teléfonos 0212-5041491/1138 del Dr. Alvaro Rodriguez en el
Laboratorio de Genética Humana del IVIC.



DECLARACION DEL VOLUNTARIO:

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis preguntas con respecto a
esta planilla de consentimiento y por cuanto mi participacion en este estudio es totalmente
voluntaria acuerdo:

A.- Aceptar las condigiones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores del Departamento de Bioanalisis del la UDO ntcleo Sucre y del Laboratorio de
Genética Humana del IVIC a realizar el referido estudio en la muestra de sangre que acepto
donar a los fines indicados anteriormente.

B.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion asi como mi participacion en el
proyecto, en cualquier momento, sin que ello conlleve algun tipo de consecuencia negativa
para mi persona.

Firma del Voluntario Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
C.L C.lL.
Lugar: Lugar :
Fecha: Fecha:

Firma del Testigo
Nombre:
C.l.
Lugar :
Fecha:




ANEXO 7



HISTORIA POBLACIONAL

Encuestador: N° Ficha:
Lugar Evaluacion: Fecha Evaluacion: / /

DATOS PERSONALES:
Nombres y Apellidos:

Sexo: Femenino [] Masculino [] Fecha de Nacimiento: / / Edad:
Lugar de Nacimiento:

De la Madre: Del Padre:

Abuela Materna: Abuelo Materno:

Abuela Paterna: Abuelo Paterno:

Estado Civil: Soltero ] Casado [] Concubinato [] Divorciado [] Viudo []
Direccion Habit.:

Teléfonos:
Nivel de Instruccion: Analfabeta [] Lee y Escribe ]
Primaria Completa [J Incompleta [] Estudiando [J
Media Completa [ Incompleta []  Estudiando []

Técnica Media Completa [J  Incompleta [  Estudiando []
Técnica Superior Completa [] Incompleta []  Estudiando ]
Universitaria Completa ] Incompleta [J  Estudiando []
Profesion (Titulo): Ocupacion:
Amade Casa[] Empleado ] Comerciante o Productor [] Obrero Especializado ]

Obrero No Especializado [J Trabajo Informal [] Desempleado []

Otros [ : Es Jefe de Familia: Si ] No [

HISTORIA CLIiNICA:
Enfermedad Cardiovascular Isquémica: No [] Si [J] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar [
Accidente Cerebro Vascular: No [] Si[] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [ Hermanos [] Familiar []
Diabetes: No [] Si[] Tipo: Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar []
Hipertension Arterial: No [] Si [] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar [
Hipercolesterolemia: No [J Si[] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre ] Madre [] Hermanos [J Familiar []
Hipertrigliceridemia: No [] Si [] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [J Madre [] Hermanos [] Familiar []
Hiperinsulinemia: No [] Si [J] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar [
Anticonceptivos: No [] Si [] Tipo: Terapia de Reemplazo Hormonal: No [J Si [
N° de Hijos: Abortos: No [] Si [J Cuéntos: Edad uitima menstruacion:

Hormonas: No [J Si [J Estrogeno [J Progesterona [ Testosterona [] Tiroides [ Tiempo:



Enfermedades Inflamatorias Cronicas, Infecciones Odontologicas, Intervenciones Quirdrgicas,
Otros:

CONSUMO DE TABACO:

No Fuma [0 Exfumador [0 Fumador []

Tipo: Cigarrillo ] Pipa [J Tabaco [ Chimo [J Cantidad aldia: <5[] 6a10[ =10
Tiempo fumando: > 5 afios [] <5 afios [] Tiempo sin fumar: > 5 afios [] <5 afios []

CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS:
Diario [J Interdiario (] 1-3vecesxSemana[] 1-3vecesxMes[] Ocasional 7 Nunca[J
Tipo de bebida que consume con mayor frecuencia: Cerveza [] Ron [J Whisky [1  Vino [J

Otras [] : Cantidad:

ACTIVIDAD FiSICA:
Caminar: No [] Si [ En plano (] Subida [] Tiempo: > 1 h [J 30-55 min [J < 30 min [J
Manejo de Carga Pesada: Si[J No [J Deportes: Si [J No [] Tipo:
Frecuencia: Diario [J Semanal (] Esporadico [] Tiempo por sesién de ejercicio:

HABITOS NUTRICIONALES:

Alimentos Frecuencia de Consumo

Diario | Interdiario | 1-3 veces x Semana | 1-3 veces x Mes | Ocasional | Nunca

Leche completa

Leche descremada

Café con leche

Café solo

Carne de res

Carne de cerdo

Polio

Pescado

Huevos

Queso Amarillo

Queso Blanco

Mantequilla

Margarina

Mayonesa

Aceite de:

Manteca

Vegetales Cocidos

Ensaladas

Tubérculos

Granos

Frutas

Cereales

Azucar Anadida

Postres

Sal afiadida




N° Ficha:
Nombres y Apellidos:

DATOS SOCIO-ECONOMICOS:

1. Profesién del Jefe de Familia:
1.1.0J Profesién universitaria, alto comerciante con posicion gerencial, oficial de las FAN.
1.2.J Profesion técnica o medianos comerciantes o productores.
1.3.0J Empleados sin profesién universitaria o técnica media, pequefios comerciantes o productores.
1.4.J Obreros especializados: tractoristas, choferes, albafiiles, etc.
1.5.00 Obreros no especializados: buhoneros, servicio doméstico, jornaleros, barrenderos, etc.

2. Nivel de Instruccion de la Madre:
2.1.00 Ensefianza universitaria 0 su equivalente.
2.2.[1 Ensefianza secundaria completa o técnica superior.
2.3.[] Ensefianza secundaria incompleta o técnica inferior.
2.4.[7] Ensefianza primaria o alfabeta.
2.5.] Analfabeta.

3. Fuente de Ingresos de la Familia:
3.1.0 Fortuna heredada o adquirida.
3.2.J Ganancias, beneficios, honorarios profesionales.
3.3.0J Sueldo mensual.
3.4.[] Salario semanal, por un dia o por tarea a destajo.
3.5.0J Donaciones de origen publico o privado.

4. Calidad de la Vivienda:
4.1.0 Vivienda con éptimas condiciones sanitarias en ambientes de lujo.
4.1.0 Vivienda con éptimas condiciones sanitarias en ambientes, sin lujo, pero espaciosa.
4.3.00 Vivienda con buenas condiciones sanitarias en espacios reducidos.
4.4.17 Vivienda con ambientes espaciosos o reducidos, con deficiencias en condiciones sanitarias.
4.5.[] Rancho o vivienda con una habitacion y condiciones sanitarias inadecuadas.

Clasificacion: 1. 2. 3. 4. Total: Estrato:




N° Ficha:
Nombres y Apellidos:

DATOS ANTROPOMETRICOS:
1. Peso (Kg):
2. Estatura (cm):

3. Circunferencia de la Cintura (cm):

4. Circunferencia de la Cadera (cm):

EXAMENES DE LABORATORIO:
Hemoglobina:

Hematocrito:

Glébulos Rojos:

Giébulos Blancos:
HCM:
CHCM:
VCM:
Plaguetas:

Glicemia:

Colesterol Total:

Triglicéridos:
Colesterol HDL:
Colesterol LDL:
Colesterol VLDL:

indices Hematimétricos: Riesgo Cardiaco:

Otros:




ANEXO 8

Secuencias de las bases nitrogenadas de los oligdbmeros empleados para amplificar
por PCR los fragmentos que definen los polimorfismos Tagl, Hincll y Avall ubicados
en el gen LDLR.

Tamano del

Sitios de Oligéomeros (5’2 37) producto Referencia
restriccion 1: Izquierdo; 2: Derecho amplificado
polimérficos
Taql 1: CTGTTTGGAAGGTGCTGGTTG 185 pb Oligémeros
(intrén 4) 2: TGCCTGTAATCCGCGCTACT Diseniados
HinclIl l: 190 pb Leitersdorf
(ex6n 12) TCTCCTTATCCACTTGTGTGTCTAG y  Hobbs,

2: 1988
Avall CTTCGATCTCGTACGTAAGCCACAC 228 pb Ahn y cols.
(ex6n 13) 1994

1:
GTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAG
2:
GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTT




ANEXO 9

Tamaio de los fragmentos amplificados, sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion y
asignacion de los alelos y genotipos, de acuerdo con la aparicion de los patrones de bandas (tomado
de la casa comercial New England Biolabs).

Tamafno del | Sitio de | Alelos | Genotipos segun el patron de bandas (pb)

Sitios de | fragmento | reconocimiento | segln el | dado por el corte
restriccion amplificado | de la enzima de | corte Homocigoto + Heterocigoto Homocigoto
Polimorficos restriccion + - |-

5..TCGA...3
Tan 185 pb 3. AGCT...5 G A 137 + 48 185+ 137 +48 | 185
Hincll 190 pb SGTVRAC.S T | C | 98+57+35 | 133+98+57+35 | 133+ 57

5 Gawoc, .5
Avall 228 pb 3. coweg. . s C |T |141+87 228 +141 + 87 | 228

R=A0G;Y=CoT; W=A oT. Negritas = bandas de interés para reconocer los alelos.




ANEXO 10

Frecuencias alélicas del polimorfismo Taql procedentes de varios paises

Poblacion Numero de Frecuencia Referencia
individuos (%)

Europa
Londres 60 8,00 Humphries y cols. 1993
Suiza 368 10,80 Miserez y cols. 1993
Alemania 184 33,70 Miserez y cols. 1993
Espaiia 61 8,20 Chaves y cols. 1996
Africa
Sur Africa 60 3,60 Kotze y cols. 1989
Asia
Japon 197 51,20 Yamakawa y cols. 1991
Corea 187 46,50 Chae y cols. 2001
América
Minnesota 404 10,00 Haviland y cols. 1997
Brasil : Wai Wai 24 15,00 Mattevi y cols. 2000

Gaviao 30 15,00

Zord 28 16,00

Surui 21 17,00

Xavante 28 25,00




ANEXO 11

Frecuencias alélicas del sitio de restriccion polimérfico Hincll en diferentes
poblaciones

Poblacion Numero de Frecuencia Referencia
individuos (%)

Europa
Londres 60 49,00 Humphries y cols. 1993
Suiza 368 56,90 Miserez y cols. 1993
Alemania 184 62,90 Miserez y cols. 1993
Republica Checa 37 50,00 Horinek y cols.1995
Espafia 61 59,80 Chaves y cols. 1996
Asia
Rusia asiatica 118 75,65 Petrishchev y cols. 1992
Mongolia 505 76,53 Sambuugiin y cols. 1992
Corea 187 86,20 Chae y cols. 2001
Japon 310 16,90 Fuy cols. 2001
Changsha-China 140 16,80 Zeng y cols. 2010
Oceania
Australia 96 57,00 Zee y cols. 1995
América
Minnesota 404 58,00 Haviland y cols. 1997
Alberta-Canada 719 61,00 Boringh y cols. 1998
Brasil 130 45,00 Salazar y cols. 1999
Brasil : Xavante 28 54,00 Mattevi y cols. 2000

Gaviao 30 65,00

Wai Wai 24 75,00

Zord 28 77,00

Surui 21 90,00

Brasil 100 60,00 Nakazone y cols. 2009




ANEXO 12

Frecuencias alélicas del sitio polimorfismo Avall encontradas en diferentes

poblaciones
Poblacion Numero de Frecuencia  Referencias
individuos (%)

Europa
Italia 128 38,70 Daga y cols. 1990
Noruega 44 48,00 Rodningen y cols. 1993
Londres 60 49,00 Humphries y cols. 1993
Suiza 368 43,00 Miserez y cols. 1993
Alemania 184 6,30 Miserez y cols. 1993
Republica Checa 37 39,00 Horinek y cols.1995
Espana 61 37,50 Chaves y cols. 1996
Africa
Sur Africa 60 37,80 Kotze y cols. 1989*
Israel 159 47,00 Berkman y cols. 1992
Asia
Japon 197 15,00 Yamakawa y cols. 1991
Corea 187 24,00 Chae y cols. 2001
Han-China 113 23,00 Guo y cols. 2002
Shanghai-China 109 14,30 Liu y cols.2003
India 100 67,00 Ninsha y cols. 2010
América
Valle de San Luis- 385 44,00 Ahn y cols. 1994
Colorado
Minnesota 404 56,00 Haviland y cols. 1997
Brasil 130 45,00 Salazar y cols. 1999
Brasil : Surui 21 36,00 Mattevi y cols. 2000

Zoro 28 41,00

Gavido 30 47,00

Wai Wai 24 58,00

Xavante 28 73,00
Brasil 100 43,00 Nakazone y cols. 2000




ANEXO 13

Ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) a partir de las frecuencias genotipicas,
realizando la prueba de Ji-cuadrado (y°) (Reed y Schull, 1968).

Valores Valores Ji-
Genotipos ~ Valores esperados Valores esperados  cuadrado
Observados reativos Observados  absoutos (Xz)
relativos (H-W) absolutos (H-W)
Taql
A/A 0,790 P° 0,790 64 63,990 1,563 107
G/A 0,197 2pq 0,197 16 15.,957 1,159 10
G/G 0,123 q 0012 1 0,972 8,066 10™
Total 1,000 1,000 81 80,912 9,220 10"
Hincll
C/C 0,099 P 0,081 8 6,561 0,316
T/C 0,370 2pq 0,407 30 32,967 0,267
T/T 0,531 ¢ 0513 43 41,553 0,050
Total 1,000 1,000 81 81,081 0,633
Avall
C/C 0, 383 P’ 0,366 31 29,646 0,062
T/C 0,444 2pq 0,443 36 35,883 3,90 10™
T/T 0,173 ¢ 0156 14 12,636 0,147

Total 1,000 1,000 81 78,162 0,209




Hébitos alimenticios de la poblacion del estado Sucre en estudio (Hernandez, 1997).

ANEXO 14

1-3  veces

Alimentos Diario | Interdiario | por 1-3  veces | Ocasional Nunca

(%) (%) semana por mes | (%) (%)

(%) (%)

Leche completa | 27,16 8,64 23,46 6,17 28,40 6,17
Leche 4,94 2,46 4,94 4,94 45,68 37,04
descremada
Café con leche | 34,58 7,40 12,35 4,94 16,05 24,69
Café solo 40,74 4,94 4,94 2,46 20,99 25,93
Carne de res 0,00 6,17 69,14 8,64 16,05 0,00
Carne de cerdo | 0,00 1,24 19,75 35,80 39,51 3,70
Pollo 9,88 44,44 44,44 1,24 0,00 0,00
Pescado 7,40 23,46 46,91 9,88 11,11 1,24
Huevos 2,46 6,17 32,10 34,58 22,23 2,46
Queso amarillo | 2,46 18,52 18,52 17,29 37,04 6,17
Queso blanco 3,70 20,99 32,10 23,46 19,75 0,00
Mantequilla 0,00 1,24 0,00 0,00 1,24 97,52
Margarina 49,39 11,11 9,89 7,40 19,75 2,46
Mayonesa 9,88 12,35 24,69 12,35 33,33 7,40
Aceite 64,19 16,05 13,58 1,24 4,94 0,00
Manteca 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00
Vegetales 6,17 6,17 38,27 20,99 23,46 4,94
cocidos
Ensaladas 8,64 11,11 51,86 7,40 19,75 1,24
Tuberculos” 3,70 7,40 35,80 33,33 19,75 0,00
Granos 7,40 4,94 30,86 32,10 23,46 1,24
Frutas 43,21 14,81 23,46 9,88 8,64 0,00
Cereales 8,64 2,46 8,64 11,11 53,10 16,05
Azucar anadida | 87,67 6,17 2,46 2,46 1,24 0,00
Postre 17,28 4,94 14,81 16,05 33,33 2,46
Sal 100,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Resumen (abstract):

Se analizaron los sitios de restriccion polimoérficos Taqgl, Hincll y Avall ubicados en el gen que
codifica para el Receptor de las Lipoproteinas de Baja Densidad. El estudio quedé conformado por un
total de 81 individuos, de los cuales el 53,09% (n=43) correspondia al sexo femenino y el 46,81%
(n=38), masculino. Todos los individuos eran aparentemente sanos, nacidos en el estado Sucre, con
padres y abuelos autdctonos del mismo lugar. Las muestras se analizaron mediante la técnica de
PCR-RFLP. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas por contaje directo y se analizé el
ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, mediante la prueba de Ji-cuadrado (x%). Se compararon los
promedios de los valores de glicemia, triglicéridos, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
VLDL-colesterol; asi como también los parametros antropométricos indice de masa corporal ¢ indice
de cintura-cadera; clasificados segin los genotipos de cada sitio polimorfico, aplicando la prueba
ANOVA. Se observo que Tagl presenté una mayor frecuencia de la ausencia del sitio de corte (-),
alelo A (89,00%), en comparacion con la presencia del mismo (+), alelo G (11,00%), y mostr6é unas
frecuencias genotipicas de A/A=79,01% (n=64), G/A=19,75% (n=16) y G/G=1,24% (n=1). Para Hinc
II se encontr6 una frecuencia mayor del sitio de corte (+), alelo T (72,00%), en relacion a la ausencia
de dicho corte (-), alelo C (28,00%); con frecuencias genotipicas de T/T=53,08% (n=43), T/C=9,88%
(n=8) y C/C=9,88% (n=8). Por su parte, Avall mostré mayor proporcion para la ausencia del sitio de
restriccion (-) o alelo T (61,00%), que para la presencia (+) del mismo, alelo C (39,00%); mostrando
frecuencias genotipicas de C/T=44,44% (n=36), T/T=38,27% (n=31) y C/C=17,28% (n=14). La
poblacion estudiada se encontrd en equilibrio de Hardy-Weinberg, en relacion a cada uno de los sitios
de restriccion polimérficos analizados. No se encontrd asociacion de los parametros bioquimicos y
antropométricos con los genotipos de cada sistema, a excepcion de los niveles de triglicéridos y
VLDL-c, que presentaron diferencias significativas (p<0,05); segin los genotipos de Avall. Con
respecto a la informacion recopilada en las encuestas, el 9,87% de los individuos presentd
antecedentes familiares en relacion de ciertas enfermedades cronicas no transmisibles, el 11,11%
informaron ser fumadores y exfumadores. El 77,78% reportd ser consumidores de bebidas
alcoholicas. El 35,00% de los individuos no practicaban actividad fisica, ademas presentaron un
aumento en el consumo de grasas y carbohidratos, con disminucion en el ingesta de proteinas.
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