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Resumen

La paraoxonasa 1 (PON1), una enzima antioxidante que esta asociada principalmente con la
lipoproteina de alta densidad plasmatica (HDL) y la inhibicién de la oxidacién de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Varias investigaciones han asociado al polimorfismo Q192R de esta enzima como un
factor de riesgo para desarrollar el Sindrome Metabdlico. En este estudio se genotipificd el polimorfismo
Q192R de la PON1 y se relacioné con el IMC de personas adultas. Las frecuencias genotipicas y
alélicas se determinaron mediante discriminacion alélica por PCR en tiempo real usando sondas
fluorogénicas TagMan. La distribucion de la frecuencia alélica fue Q=33.8 y R=66.2 siguiendo un
equilibro Hardy Weinberg (X?=0.082, p= 0.77). Se obtuvieron frecuencias genotipicas y alélicas
comparables con estudios anteriores. En la poblacion analizada, no se observaron diferencias
estadisticas significativas en la distribucién de los alelos tomando en cuenta las variables: sexo y IMC.
Sin embargo, se observé una tendencia de aumento del IMC entre los genotipos QQ, QR y RR,
respectivamente.

Abstract

The paraoxonase 1 (PON1) is an antioxidant enzyme that is associated with the plasmatic high-density
lipoprotein (HDL) and oxidation inhibition of low-density lipoprotein (LDL). Several investigations has
been associated the polymorphism Q192R of this enzyme as a risk factor for the development of the
metabolic syndrome. In this study, the polymorphism Q192R of the PON1 was genotyped and related to
the BMI of adult persons. Genotypic and allelic frequencies were determined by allelic discrimination
assay by realtime PCR using TagMan fluorogenic probes. The distribution of allele frequency in the
population was Q = 33.8 and R = 66.2 following the Hardy Weinberg equilibrium (X2 = 0.082, p = 0.77).
genotypic and allelic frequencies comparable with previous studies were obtained. Taking the variables:
sex and BMI, significant estadistical differences were not observed in the distribution of alleles.
Nevertheless, increasing trend of IMC was observed among genotypes QQ, QR and RR, respectively.
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo que predispone a desarrollar enfermedad
cardiovascular y diabetes mellitus tipo 2 [1] y cerebrovascular por arteriosclerosis que son las principales
causas de muerte en México [2]. El SM es una entidad clinica compleja y heterogénea que conjunta factores
externos (ambientales, sociales, culturales y econdmicos) e internos (carga genética). Segun la definicion de
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en la poblacién adulta, una persona puede ser diagnosticada con
SM si cuenta con mas de dos de estos criterios: hipertension arterial (140/190), hipertrigliceridemia
(>150mg/dL) y/o HDL <35mg/dL en hombres o <40 mg/dL en mujeres, microalbuminuria (<20mg/min) y
obesidad (indice de masa corporal (IMC) >29.99kg/m?), asi como la presencia de Diabetes tipo 2, intolerancia
a la glucosa o resistencia a la insulina [3].

En promedio, mientras mas grasa, mayor es la posibilidad de que un individuo se vuelva dislipidémico y
exprese mas elementos del sindrome metabdlico [4].

Como ya se menciono, a partir de un riesgo no modificable, como es la carga genética, la expresion del SM se
da por la acumulacién de los factores externos a lo largo de la vida de un individuo [2]. La paraoxonasa 1
(PON1), una enzima antioxidante que esta asociada principalmente con la lipoproteina de alta densidad
plasmatica (HDL) y a la capacidad de inhibir la modificacién oxidativa de lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Tras varias investigaciones, se han determinado diferentes polimorfismos tanto en la regién promotora como
en la zona de codificacion, en esta ultima, autores mencionan dos mas comunes: L55M y Q192R. El genotipo
Q192R demostré que determina la capacidad catalitica de la enzima [6], al mismo tiempo, esos cambios en su
actividad, pueden actuar como un factor de riesgo para una variedad de enfermedades, entre ellas el SM [7].

El Q192R es un polimorfismo de un nucleétido simple (A/G), que da como resultado la sustitucion de
glutamina por arginina en la posicién 12 del gen PON1 [8]. Son varias las investigaciones que asocian el alelo
R con varios riegos de salud, como en la resistencia a insulina [9], en la enfermedad de las arterias coronarias
[8], al aumento en la grasa corporal en nifios expuestos a plaguicidas [10], al aumento del doble en el
desarrollo de la obesidad de mujeres [11].

Los factores genéticos crean vulnerabilidad a algunas enfermedades, es por eso la necesidad de identificarlos
como parte de los riesgos a padecerlas, una de ellas es el SM, que se ha convertido ya en un problema de
salud publica nacional e internacionalmente. Se necesita generar conocimiento mediante estrategias
cientificas, como los mecanismos celulares y moleculares implicados para el disefio de nuevos modelos de
atencion, asi como tratamientos mas adecuados [2].

En este trabajo se desarrollé la genotipificacion del polimorfismo Q192R del gen PON1 en personas adultas y
se asociaron los genotipos (QQ, QR y RR) con el IMC como un indicador del riesgo a desarrollar SM.

MATERIALES Y METODOS
Grupo de estudio

Personas de 24 a 83 afios habitantes del estado de San Luis Potosi fueron seleccionadas de una base de
datos previamente obtenidos, asi como la obtencion de ADN del paquete leucocitario, a los que se les
determind la contribucién de su genotipo con el aumento del IMC como indicador de SM.

Cuantificacion y analisis de la calidad de ADN

Se tomaron alicuotas de las muestras de ADN extraido (3uL de muestra + 27 pyL de agua grado molecular) y
se cuantifico el ADN mediante espectroscopia UV por el lector de placas Epoch (BioTek) a 260nm para
realizar el ajuste a 30ng/pL, asi mismo, se analiz6é su calidad con la relacion de la absorbancia a 260nm y
280nm.
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Genotipificacién del polimorfismo Q192R

La genotipificacion del gen PON1 se realizd6 mediante discriminacion alélica con PCR en tiempo real. Los
polimorfismos fueron detectados por la amplificacion de los fragmentos especificos, sumando la hibridacion de
las sondas especificas con cada alelo mostrando diferente fluorescencia. Las sondas para el alelo silvestre
([Q670]-TCTCCCAGGATTGTAAGTAG- [BHQZ2]) y para el alelo mutante ([Q705]-CTCCCAGGATCGTAAGTA-
[BHQZ2]), asi como los Primers (CGACCACGCTAAACCCAAATAC/TGTGGGACCTGAGCACTT) fueron
disefiados mediante RealTimeDesign Software por BioSearch Technologies Inc. Para la PCR en tiempo real,
cada ensayo se realiz6 por duplicado, la mezcla de reaccién para cada uno contenia 3 uL de ADN gendmico
(30 ng/uL), 300nM de cada Primer, 200nM de cada sonda, 1 pL de agua grado molecular y 5 uyL de PCR
master mix (Bio-Rad), resultando 10uL para cada reaccién. Los ciclos realizados de PCR se programaron en
CFX96 Touch Real-time PCR detection system (Bio-Rad) y consistieron en un ciclo de incubacién (95°C,
3min) y los 45 ciclos de amplificacion (92°C, 15 seg y 60°C, 1 min). El genotipo de cada ensayo se detecto
mediante el software Bio-Rad CFX Manager version 2.1, generando tres genotipos diferentes: QQ, QR y RR.

Verificacién de la amplificacién mediante electroforesis

El fragmento que contenia el polimorfismo Q192R de 94pb, tras la reaccién de PCR, fue detectado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de etidio para su revelado, se realizé por
duplicado. Se utiliz6 el marcador de peso molecular Gene Ruler de 1kb a 100 V y 200mA por 20 min.

Andlisis estadistico

Se sometieron los datos obtenidos a la X? del equilibrio Hardy-Weinberg para la determinar la diferencia entre
lo observado y lo esperado en las frecuencias genotipicas encontradas. Las diferencias genotipicas y los
valores de IMC fueron relacionados y analizados mediante el software estadistico SPSS version 19. Los
valores de IMC como variable dependiente del genotipo se analizaron mediante ANOVA tras mostrar que eran
normales. Se analizo también la X2 para comprobar si la distribucion de los alelos no se ve influenciada por
las variables de sexo y del IMC (normal y sobrepeso/obesidad). El nivel de significancia fue <0.05. La
clasificacién del IMC de acuerdo a sus valores se realizd segun los criterios de la OMS (rango normal del IMC
de 18.4 a 24.99, IMC =25 para sobrepeso e IMC 230 para obesidad) [3].

RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de genotipos QQ, QR y RR, siguen un equilibrio Hardy-Weinberg (X?=0.082, p= 0.77) mostrando
que la poblacién analizada mantiene sus frecuencias genotipicas constantes. No se encontraron diferencias
significativas entre el sexo y la distribucion alélica (p=1.07); el sexo y la clasificacién del IMC (p=0.11); nien la
distribucién alélica y la clasificacion del IMC (p=0.8141), indicando que la distribucién de los alelos no se ve
influenciada por las variables de sexo y del IMC en la poblacion analizada (Tablas 2, 3 y 4).

Aunque se observa una tendencia de aumento (grafica 1) en las medias del IMC entre los tres genotipos (QQ,
QR y RR, respectivamente), el analisis mediante ANOVA del IMC muestra que no hay diferencias de los
valores de éste dentro los genotipos analizados (p= 0.463), indicando que el valor de IMC no se ve modificado
por el polimorfismo Q192R. Se han utilizado los valores del IMC ya que es el parametro mas constante como
criterio de diagnéstico de la obesidad y del SM [2]. De acuerdo a ello, se ha informado que la LDL oxidada,
producto de una deficiencia en la actividad de la PON1, puede ser internalizada por el adipocito lo que
contribuye a aumentar la masa del tejido adiposo [5] (por lo tanto, aumento del IMC), pero debido a la
naturaleza compleja de la obesidad, como dependiente de mas factores genéticos y ademas ambientales [7],
hace dificil su relacion con un unico polimorfismo.

Quiza, un factor importante dentro de los estudios epidemioldgicos, sea que el riesgo a una enfermedad deba
analizarse tanto el conjunto de variables genotipicas, como el de las variables externas, para una mejor
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correlacion entre la carga genética y el impacto del ambiente social, cultural, econémico, etc., en estudios

futuros.

En cuanto a la frecuencia genotipica y alélica, se encontr6 que el genotipo predominante fue RR con
aproximadamente 44%, seguido QR con 43.5% y QQ con 12%. El alelo con mayor frecuencia en la poblacion
fue R con el 66.2%, Q presenté un 33.8%. este tipo de frecuencias, donde los porcentajes mayores son del
alelo mutante (R), ya se han visto anteriormente en estudios epidemiolégicos en poblaciones mexicanas
[12,13,14] a diferencia de algunas poblaciones en Europa [10,11,15] (Tabla 5). Ademas de la observacién de

que mas de la mitad de las personas participantes del estudio tenian sobrepeso/obesidad (aprox. 70%).

Tabla 1. Relacion del sexo y la distribucion

de alelos
Tabla 4: Frecuencias alélicas de PON 1 de diferentes poblaciones comparadas
SexolAlelo Q R con la de este estudio.
F 25 M Lugar Q (%) R (%) Referencia
M 12 12 San Lk Polost 338 66.2 En este estudio
p=1.07 Morelos, Méx. 40 60 Lopez etal., 2009
Tabla 2. Relacion del sexo y el IMC CDMX 51 v Rojas et al., 2005
Yucatan, Méx. 44 56 Pérez et al., 2008
SexolIMC Normal Sobrepesolo Dinamarca 72 28 Tinggaard et al., 2016
besidad .
Portugal 70 29 Veiga et al., 2010
9 2 Esparia 70.8 29.2 Ferré et al., 2013
M 4 9
p=0.11
CONCLUSIONES

Tabla 3. Relacion de la distribucion
de alelos y el IMC

Alelo/IMC Normal s°§;§f:::’°
Q 10 25
R 14 39
p=0.8241
Se obtuvieron frecuencias

genotipicas y alélicas comparables
con estudios anteriores. En la
poblacién analizada, no se
observaron diferencias estadisticas
significativas en la distribucién de los

Grafica 1. Media del IMC con relacién al genotipo
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*p=0.463, obtenido del analisis ANOVA del IMC como variable dependiente del genotipo.
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alelos tomando en cuenta las variables: sexo y IMC. Sin embargo, se observé una tendencia de aumento del
IMC entre los genotipos QQ, QR y RR, respectivamente.

Se cuenta con informacion suficiente para relacionar este polimorfismo con otros signos del SM, asi como
tomar importancia de los factores no modificables debido a la carga genética en el riesgo de padecer esta y
otras enfermedades.
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