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La ignorancia afirma o niega rotundamente; la ciencia duda

Voltaire

E[ hombre encuentra a Dios detrds de cada puerta que la ciencia logra abrir

Albert Einstein
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RESUMEN

La obesidad puede ser considerada como un estado de IR, ya que la
mayoria de los obesos la presentan. La IR del obeso ha sido considerada el
vinculo que conduce a través del tiempo a la diabetes tipo 2, en .individuos
predispuestos genéticamente.

Hay evidencia de que la IR tiene componentes genéticos y ambientales.
Dentro de la gran cantidad de genes candidatos, FABP-2 es uno de los que ha
mostrado resultados mas consistentes con los fenémenos de acumulacién y
oxidacién de grasa y sensibilidad insulinica. La existencia de variantes
genéticas en el locus de FABP-2 podria tener relevancia en el transporte
diferencial de &cidos grasos y a través de ello, en la etiologia de la IR y la
obesidad. El gen de FABP-2 posee un polimorfismo que se caracteriza por una
sustitucién de treonina por alanina en la posicién 54 de este gen (Ala54Tre).
Este alelo se ha asociado “in vivo” con altas concentraciones de insulina en
ayunas y aumentos considerables en la tasa de oxidacion de acidos grasos.

La obesidad constituye uno de los principales factores de riesgo para €l
desarrollo de diabetes tipo 2, lo que se confirma por el hecho que mas del 80%
de los sujetos diabéticos son obesos al momento de su diagnostico.
Conclusiones similares se pueden extraer de los estudios en indios Pima de
Arizona, quienes presentan alta prevalencia de obesidad y una de las mas altas
incidencias de diabetes en el mundo. Sin embargo, en contraposicion a este
grupo étnico Norteamericano, las poblaciones Aymara y Mapuche de Chile,
presentan bajos fndices de diabetes, a pesar de presentar altisimos niveles de

obesidad.
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El propésito de esta investigacion fue analizar el papel potencial de la
variante genética Ala54Tre del gen FABP-2 en la Obesidad y Componentes del
SM en dos poblaciones aborigenes de Chile, las cuales se caracterizan por
presentar una alta frecuencia de obesidad y una muy baja prevalencia de
diabetes tipo 2. Se utilizé PCR para amplificar el ex6n 2 del gen FABP-2
mediante el uso de primers especificos y se realizd andlisis mediante
fragmentos de restriccién con la enzima Hha 1. El andlisis estadistico consistié
en. la estimacién de asociaciones causales entre los genotipos FABP-2 y
marcadores antropométricos y metabdlicos caracteristicos de la obesidad e IR.

Las frecuencias genotipicas para FABP-2 obtenidas en este estudio
fueron 0.66 (Ala/Ala), 0.32 (Ala/Tre) y 0.02 (Tre/Tre) en poblacién aymara y
0.47 (Ala/Ala), 0.43 (Ala/Tre) y 0.1 (Tre/Tre) en individuos de etnia mapuche.
Con respecto al alelo treonina, la frecuencia encontrada fue de 0.18 para
aymaras y 0.31 en mapuches. Los resultados muestran una tendencia al
aumento del IMC en mujeres portadoras del alelo treonina. Respecto a las
variables metabélicas, 1o mas significativo fue el aumento en los niveles de TG
y en la HTA en ambos grupos étnicos y de glicemia en mapuches, en presencia
de treonina. Nuestro estudio no observé una relacién directa con parametros
relacionados a IR. Estos resultados sugieren que el alelo Tre 54 en FABP-2
puede tener un papel minoritario en la IR en estos grupos étnicos. Es posible,
que en ausencia de otros factores confundentes ambientales y otras variables
genéticas, el polimorfismo en FABP-2 tenga un efecto mayor sobre los lipidos

postprandiales influenciando de este modo el nivel de TG.




SUMMARY

Obesity could to be considered as an insulin-resistance (IR) state, in
according with the concept that a high percentage of obese patients had IR.
The IR in obese subjects has been proposed as link with the type 2 diabetes in
genetically susceptible individuals. Certain evidence indicate that IR has
genetic and environmental components. Among the vaste candidate genes
proposed to IR process, FABP-2 is a gene that shown the more consistent
results in association with fat oxidation, fat accumulation and impaired insulin
sensitivity. The presence of genetic variants on the FABP-2 locus could to have
relevance in the differential transport of fatty acids (FA) and by this way, in the
etiology of IR and obesity.

The FABP-2 gene as a genetic polymorphism characterized by a
substitution of Treonine (Thr) by Alanine (Ala) at position 54 in the exon 2 of
this gene. These allele has been associated “in vivo” with high fasting insulin
levels and increase on the FA oxidation rate.

Obesity constitute one of the main risk factors to develop type 2
diabetes, confirm by the high frequency of obesity (over 80%) in the recent
diagnosed type 2 diabetic subjects. The better example is the in Pima Indians
of Arizona, whom shown a high prevalence of obesity and the more higher type
2 diabetes prevalence around the world. By contrast, the aymara and mapuche
population from Chile, shown a very low prevalence of type 2 diabetes,

despite of higher levels of obesity.




The aim of this research was to analyze the potential role of the genetic
variant Ala54Thr of FABP-2 in the obesity and metabolic syndrome in two
aboriginal populations from Chile whom have a high frequency of obesity and
jow prevalence of type 2 diabetes. We used PCR to amplified the exon 2 of
FABP-2 gene using specific primers and Hha I RFLPs analysis. The statistical
analysis was focalized to study the causal estimation of association of Ala54Thr
genotypic frequency on obesity and IR.

The genotypic frequency obtained in this study were: 0.66 (Ala/Ala),
0.32 (Ala/Thr) and 0.02 (Thr/Thr) in aymara natives and 0.47 (Ala/Ala), 0.43
(Ala/Thr), and 0.10 (Thr/Thr) in mapuche individuals. In relation with the
allelic frequency of Thr was 0.18 in aymara population and 0.31 in mapuche
subjects. Our results shown an increased tendency of BMI in women carriers to
Thr allele. Regarding to others variables, the presence of this allele was related
with increased TG level and hypertension in both ethnic groups, and high
fasting glucose among mapuche individuals. Our study not observed a direct
relationship with IR parameters (fasting insulin or HOMA). These results
suggest that the FABP-2 Thr54 allele may have a minor contribution in the IR
syndrome in this ethnic groups. Its possible that in absence of confounding
factors such as environmental and others genetic variables, the FABP-2
polymorphism has an important effect on postprandial lipids influencing the

plasma levels of TG




1. INTRODUCCION

1.1 OBESIDAD

En los Gltimos afios, en Chile se ha observado una transicion
demografica y epidemiolégica debido al cambio en la estructura
socioeconémica del pais'. Uno de los cambios notables que se han
experimentado es la disminucién en la tasa de mortalidad infantil, la tasa de
natalidad y la tasa de mortalidad. Ello ha generado un envejecimiento de la
poblacién chilena, donde encontramos que en el afio 1960 un 4.3 % de la
poblacién era mayor de 65 afios, en cambio, en el afio 1992 este grupo etario
alcanzaba a un 6.6%2. Este dltimo grupo es especialmente susceptible en el
campo de la salud porque son ellos quienes acumulan la mayor morbi-
mortalidad, especialmente asociada a factores de riesgo cardiovascular?.

La transicion demogréfica, junto al mayor desarrollo del pais, ha
originado un cambio epidemiolégico que se evidencia en una disminucion de
las enfermedades infecto-contagiosas a la vez que se incrementan las
enfermedades contagiosas no transmisibles. En la actualidad las principales
causas de muerte son las enfermedades cardiovasculares y céncer, ambas
relacionadas en forma directa o indirecta a los habitos nutricionales en
asociacién al perfil genético caracteristico de las personas®*®,

Por ltimo, el pais ha estado sometido a un cambio nutricional. En 1975

existia una alta tasa de desnutricién infantil (15.5%), disminuyendo a un valor

de 5.0% en el afio 19957, Los habitos nutricionales derivaron a un aumento del




consumo de productos de origen animal, especialmente pollo y productos
lacteos y una disminucion de cereales y legumbres. A esto se suma la
introduccién a la dieta chilena de la comida répida, de aito contenido de
grasas, azlicar y sal y muy pobre en nutrientes esenciales, como vitaminas vy
minerales. Asf también, la actividad fisica minima, el habito de fumar y el alto
consumo de alcohol ha pasado a ser parte del estilo de vida de la poblacién
chilena®*%.

En la década de los 90, el problema de la desnutricién desaparecié como
un problema de nutricién y de salud piblica y en su lugar se ha establecido la
obesidad, especialmente en mujeres de bajos recursos®. La obesidad se puede
definir simplemente como una enfermedad en la cual un exceso de grasa se ha
acumulado de tal manera gue la salud pueda verse adversamente afectada 12,
Diversos estudios epidemiolégicos han aportado fuerte evidencia de una
asociacién directa entre la obesidad y el riesgo cardiovascular. El estudio mas
importante es el seguimiento por 26 afios de una cohorte de mas de 5.000
personas en Framingham, donde se demostré que las personas obesas tenian
mayor incidencia de enfermedad cardiovascular que los sujetos normales?®, En
otro estudio de més de 100.000 enfermeras norteamericanas, se encontré un
mayor riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular en obesas comparadas
con normales y una fuerte asociacién entre el indice de masa corporal y el
riesgo de desarrollar diabetes, la comorbilidad mas comun derivada de la

obesidad, asi como intolerancia a la glucosa'®. La obesidad produce alteracién

del perfll lipidico, como un aumento del colesterol total, TG y disminucion del




colesterol HDL!S, En las personas obesas el colesterol LDL es mas aterogénico,

ya que sus particulas son mds pequefias y densas'®.

1.2 DIABETES MELLITUS EN DISTINTAS POBLACIONES

La Figura 1 muestra resultados de estudios de prevalencia de diabetes
en poblaciones adultas de las Américas”. La tasa de prevalencia de la diabetes
en adultos (fundamentalmente tipo 2) mas elevada se ha reportado entre los
indios Pima de Arizona, Estados Unidos. En América Latina y el Caribe, la tasa
mas elevada correspondié a Barbados (16.4%), seguida por Cuba con 14.8%,
en tanto que la mas baja fue registrada en 1998 entre los indios Aymara de
una zona rural de Chile (1.5%)*® a diferencia del valor de 7.2% que registra la
poblacién promedio de Chile. En [a mayoria de los paises la prevalencia de
diabetes es mas elevada en las mujeres que en los hombres.

La Figura 2 muestra la prevalencia estimada de diabetes en poblaciones
adultas de las Américas para el 2000, estimada por la Organizacién Mundial de
la Salud. En los Estados Unidos, Canada, Argentina, Chile y Uruguay la
prevalencia se estima entre 6.1 y 8.1% de la poblacién adulta. En Brasil, Perq,
Venezuela, Colombia y Cuba la prevalencia de diabetes fue estimada entre 5.1
y 6.0% de los adultos, mientras que en Bolivia, Paraguay, Ecuador, Panama,
Costa Rica y Guatemala fue de entre 4.1 y 5.0% y en Suriname, Guyana,

Nicaragua y Honduras de entre 3.1 y 4.0% de la poblacién adulta. Se estimé

que las poblaciones urbanas (como son aquellas donde se han realizado la




mayoria de las encuestas de prevalencia) tenian tasas de prevalencia dos

veces mayor que las poblaciones que viven en dreas rurales®.
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Figura 1: Tasa ajustada’ de prevalencia de diabetes mellitus en adultos en algunos
paises de las Américas (%)
(* Ajustadas por el método directo usando la poblacién mundial (Segi) como estandar
*Tasa cruda)
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Figura 2: Prevalencia estimada de diabetes en las Américas, 2000.




Un estudio que evalud la prevalencia de diabetes en una comunidad
rural nativa Mapuche de Chile reporté una prevalencia de 0.4% en hombres y
1.4% en mujeres en 1985%, sin embargo la repeticién de esta encuesta en
1999, arrojé una prevalencia de diabetes de 3.2 en hombres y 4.5 en
mujeres?!, lo que sugiere que estd ocurriendo un proceso de aculturizacién en
esta comunidad rural con incremento en la prevalencia de diabetes y quizés de

otras enfermedades cronicas.

1.3 SINDROME METABOLICO

El SM fue descrito inicialmente como sindrome X por Reaven hace ya 14
afios??, aunque antes varios autores venian advirtiendo sobre el riesgo
cardiovascular que implicaba tener dislipidemia, obesidad, hipertensién arterial
e intolerancia a la glucosa por lo cual se los llamaba “el cuarteto de la muerte”
entre otros. Sin embargo fue el grupo de Reaven el que confirmé Ia asociacion
de estas alteraciones metabdlicas con la resistencia a la insulina inclusive en
personas aparentemente sanas y delgadas?®.

El SM se identifica por la presencia en un mismo paciente de varios de
los problemas relacionados con un estado de resistencia a la insulina de origen
genético que probablemente es la principal causa del problema. Recientemente
la OMS publicé los criterios necesarios para poder hacer el diagnéstico del SM

que se enumeran en la Tabla 1. Se requiere la presencia de al menos uno de

los dos principales y uno o mas de los restantes®.




Parametros principales

Definicion

Alteracion de [a regulacion de la glucosa

Glicemia ayuno 110 mg/dL y/o 2 horas post-
carga 140 mg/dl

Resistencia a la insulina

Captacion de glucosa por debajo del percentil
25 en clamp euglicémico-hiperinsulinémico

Otros parametros

Hipertension arterial

TA 140/90 mmHg

Dislipidemia Triglicéridos 150 mg/dL y/o colesterol HDL
<35/39 mg/dL en H/M
Obesidad Indice cintura/cadera >0.9/0.85 en H/M y/o

IMC >30 kg/m?

Microalbuminuria

Excrecion en primera orina 20 mg/g creatinina

Tabla 1 : Parémetros propuestos por la OMS para el diagndstico del SM. Se considera el
diagnéstico si existe al menos uno de los principales y al menos dos de los demas.

La mayor importancia del SM radica en que las personas que lo padecen

tienen un riesgo que puede ir entre un 10 y un 20% de desarrollar un evento

coronario en un lapso de 10 afios, a pesar de que tablas como las de

Framingham no lo demuestren. La razén es que varios de los factores de

riesgo cardiovascular que componen el SM como la hipertrigliceridemia, la

obesidad y la intolerancia a la glucosa no estéan contemplados en dichas tablas.

Para el diagndstico del SM como condicién de riesgo cardiovascular se

muestra la Tabla 2.




Factor Definicion Puntaje
Alteracion de la glicemia Glicemia ayunas 110 mg/dL 6 2 h post-carga de 2
glucosa 140 mg/dL
Hipertension arterial Tension arterial >130/85 mmHg 1
Hipertrigliceridemia Triglicéridos >150 mg/dL 1
Colesterol HDL bajo cHDL <40 mg/dL. en hombres o <50 mg/dL en 1
mujeres
Obesidad de predominio Relacion cintura/cadera >0.9 en hombres y >0.85 i
abdominal en mujeres o IMC>30 kg/m?

Tabla 2 : Algoritmo para el diagnéstico del SM propuesto por las guias de ILIB-LA. Para
diagnosticar el SM se requiere la suma de tres o mas puntos que se basan en la
presencia de los factores mencionados.

El SM también se considera como un factor de riesgo para el desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2. Es la condicibn que mds se acerca a la
identificacion de aquellas personas que tienen una diabetes mellitus tipo 2 en
la etapa de normoglicemia, de acuerdo con la nueva clasificacién de la diabetes
mellitus propuesta por la OMS*.

La mayoria de los estudios poblacionales, que son escasos, han utilizado
la insulinemia basal y/o 2 horas post-carga de glucosa como marcador de
resistencia a la insulina, con una sensibilidad y una especificidad aceptables. El
modelo homeostatico (HOMA), que consiste en calcular la relacion de la
insulinemia y la glicemia medidas en condiciones basales y ajustadas por una
constante, también ha adquirido bastante popularidad por su sencillez y
exactitud.

Los cambios que ocurren en el SM a nivel de los lipidos comprometen al
adipocito, donde la resistencia a la insulina da lugar a una lipdlisis

descontrolada que ocasiona un aumento del flujo de &cidos grasos al higado, lo




cual va a incrementar la formacién de TG y la produccién de lipoproteinas VL.DL
pequefias y ricas en TG>.

El papel de la obesidad todavia se discute. Aunque se ha incorporado
como parte del SM y ciertamente se asocia tanto con resistencia a la insulina
como con cada uno de sus componentes, la mayoria de los investigadores
consideran que la obesidad actia como detonador porque al empeorar la
resistencia, da lugar a que aparezcan sus manifestaciones clinicas,
especialmente cuando es de predominio abdominal®®,

Con relacién a la HTA, el problema es un poco mas complejo, porque
esta asociacion entre resistencia a la insulina e HTA no se observa en todas las
razas y apenas se puede identificar en menos del 50% de los hipertensos
esenciales. Se explica fundamentalmente porque la hiperinsulinemia tiene un
efecto retenedor de sodio y sensibilizador de [a accién de las catecclaminas,
pero probablemente se requiere que el endotelio se encuentre disfuncional””-*%,

Para que una persona con resistencia a la insulina desarrolle un
trastorno de la glicemia no basta con estar sometida a cambios del estilo de
vida y al aumento de peso. Se requiere ademas gque tenga un defecto en [a
produccién de insulina por la célula B que probablemente tlene también un
origen genético?®, aunque algunos investigadores piensan que se adquiere por
malnutricion intrauterina®’. Cuando la demanda de insulina aumenta por el
empeoramiento de la resistencia a la insulina y las células B fallan en

incrementar su produccién, sobreviene la hiperglicemia. Recientemente se ha

demostrado que la produccién enddégena de glucosa, probablemente

secundaria a la resistencia hepatica a la insulina, también juega un papel




importante en las fases iniciales y particularmente en la nueva categorfa de
glicemia de ayuno alterada®’. Cuando una persona ya tiene alteraciones de la
glicemia, probablemente estamos diagnosticando el SM en una fase tardia. Su
diagnéstico tempranoc es una indicacion para un manejo preventivo mediante
cambios terapéuticos en el estilo de vida con reduccion del peso.

Aln quedan por resolver muchas interrogantes, especialmente las
referentes a la etiopatogenia de la resistencia a la insulina a nivel molecular.
Se han propuesto varios mecanismos que comprometen defectos en las vias
efectoras de la insulina a partir de la activacién del sustrato del receptor de
insulina (IRS) en sus diferentes isoformas y que pueden estar causados por

agentes externos al sistema como TNF-a procedente del tejido adiposo™.

1.4 MARCADORES GENETICOS EN OBESIDAD

Con las nuevas ventajas que ofrece la aproximacién molecular de la
obesidad, han sido multiples las investigaciones que han enfocado este
problema desde diferentes perspectivas. En tal sentido existen diversos
érganos blanco que pueden influenciar de una u otra forma el desbalance
energético y por lo tanto inducir a corto, mediano o largo plazo la ganancia de
peso.

Desde el punto de vista genético la enfermedad debe entenderse como
poligénica y multifactorial. Poligénica porque son miltiples los genes
involucrados y mencionados como candidatos y multifactorial, dado que la sola
presencia de ciertas variantes genéticas no es una condicién suficiente para

desarrollar la patologia, en otras palabras en la mayoria de las veces se




requiere de algin evento ambiental que ponga de manifiesto una determinada
expresion de un gen. Entre estos eventos ambientales se distinguen
claramente la dieta y el estilo de vida (actividad fisica y sedentarismo) como
reguladores de una amplia gama de variantes genéticas. Es por esta razén que
la obesidad, junto a otras patologias similares (diabetes tipo 2, hipertensién,
dislipidemias y sindrome de ovario poliquistico}) se enmarcan dentro de
aquellas enfermedades de interaccién génica, claramente las mas dificiles de
interpretar desde el punto de vista genético, ya que carecen de un marcador
molecular (nico y absolute®-34,

Mirando con detencién algunos odrganos y tejidos, uno de los mas
estudiados en los ltimos 8 afios ha sido el tejido adiposo y en él podemos
mencionar importantes moléculas tales como la leptina, TNF-a, resistina,
adiponectina y varias citoquinas relevantes. Para la leptina, la amplia
investigacion de la cual ha sido objeto, ha revelado que es uno de los mas
importantes reguladores a largo plazo de la ganancia de peso. A pesar del gran
impacto que generd el descubrimiento del gen ob/ob y los receptores de
leptina; el modelo animal ob/ob (carente de leptina) o en el modelo animal
deficiente en el receptor (db/db) donde se puede demostrar casi en su
totalidad el fenomeno de la obesidad, en el hombre se presenta una situacion
inversa, los obesos producen mas leptina y se han detectado sélo 8 familias
con obesidad mdrbida en la cual aparecen mutaciones a nivel de receptores de
leptina®*3¢, Es claro que la condicidn en la cual hay que enfocar a la leptina es

bajo el concepto de leptinorresistencia.

10




Resistina y adiponectina han tomado un curso parecido, las variantes
genéticas que se presentan en el modelo animal (rata o ratén) no se presentan
en el hombre a pesar de tener una alta homologia, siendo ambas moléculas
intermediarias de algunas sefiales generadas a partir del tejido adiposo. En el
caso de TNF-o, esta molécula se encuentra aumentada en la obesidad, los
obesos muestran altos niveles de TNF-a que a nivel celular juega un papel muy
importante en la expresién de glucotransportadores. El gen de TNF-a presenta
polimorfismo al igual que el gen que codifica para su receptor*>"+,

Centrando la atencidén en regulacién mds fina, claramente las sefiales
que regulan la diferenciacién adipocitaria tienen un grado de importancia
mayor. Asi, factores transcripcionales como PPAR o C-EBP pueden ser cruciales
en la maduracién y conduccién del estado de pre-adipocito a adipocito y por lo
tanto su grado de polimorfismo o nivel de expresién adquiere una relevancia
notable en el origen de la obesidad®, dado que son varias las series que
describen la regulacién (activacién o inhibicién) de estos factores nucleares por
elementos provenientes de la dieta (por ejemplo PUFA, MUFA, etc).

Al observar el metabolismo lipidico, slendo absolutamente arbitrarios,
podemos centrar nuestra atencién en varios genes que han sido implicados
directa o indirectamente en el proceso de la obesidad. Dentro de estos se
encuentran determinadas isoformas de la hormona lipasa termosensible
(HLTs), isoformas de la lipasa hepdtica y tal vez la mas importante de las
enzimas que regula la hidrélisis de triglicéridos, la lipoproteina lipasa (LPL) la

cual posee un amplio grado de polimorfismo y diversas variantes han sido
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asociadas en distintas razas y grupos étnicos ya sea con obesidad,
hipertrigliceridemia o IR*.

La regulacién de la Ingesta alimentaria no sélo pasa por aquellos
érganos y tejidos que nos parecen mas evidentes. Gran parte del proceso de
modulacién de la ingesta debe mirarse a nivel cerebral, centro del cual se
generan la mayoria de las 6rdenes de ingesta o saciedad. Existe una amplia
gama de orexinas muy bien definidas que pueden jugar un papel muy
relevante en esta regulacién a corto plazo de la ingesta. El neuropéptido Y es
una de las moléculas que a nivel cerebral, principalmente centros
ventromediales y nicleo arcuato regula la ingesta y antagoniza con la leptina
en su funcién®,

A nivel del estémago, recientemente se ha descrito a la Gh relina, un
péptido de 28 aminodcidos y un importante secretagogo generado en forma
abundante por el estémago. Estudios in vivo e in vitro han puesto en evidencia
que Gh relina estimula la liberacién de hormona de crecimiento y algunas
hormonas tales como la prolactina y la ACTH. Es una molécula que tiene una
accién orexigénica. En el modelo animal [a administracion periférica o
intracerebro-ventricular estimula el consumo de alimentos y la utilizacién de
carbohidratos®. Gh relina presenta una secrecién pulsatil con altos niveles en
ayunas. Aparentemente el efecto orexigénico de la Gh relina estaria mediado
por los receptores de melanocortina (MC4-R). Reclentemente se han reportado
3 polimorfismos para el gen de la Gh relina, encontrandose que dos de estas

mutaciones en el gen afectan la secuencia de la pre-pro-ghrelina, siendo tal

vez el polimorfismo mas informativo el SNP-247.
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amiloide parece cumplir alguna funcién a nivel de homeostasis glucidica. En el

intestino, las proteinas transportadoras de &cidos grasos (FABP) también
presentan polimorfismo genético y determinadas mutaciones en su gen,
principalmente en FABP-2 ha side correlacionado con incrementos en el IMC y
con IR%. Es probable que cada isoforma de esta molécula intestinal establezca
un transito diferencial de acidos grasos a la circulacion, generando por
consiguiente un desbalance a nivel de metabolisme lipidico y glucidico.

Por otra parte, no debemos perder de vista aquellos genes involucrados
en gasto energético, otra variante que afecta enormemente la ganancia de
peso. Entre ellos, tal vez los mas estudiados sean receptores beta 2 y beta 3
adrenérgicos (ADRB2 y ADRB3). En el caso de ADRB3 y su mutacion Arg64Trp,
es el Unico marcador molecular que presenta asociacién con incrementos del
IMC en todo el mundo vy en todos los grupos étnicos analizados*.. Por Gltimo,
dentro de las moléculas involucradas en movilizacién energética estan las
proteinas desacoplantes 1, 2 y 3 (UCP-1, 2, 3). A nivel mitocondrial, estas
proteinas se encargan del balance de energia y a nivel muscular ciertos
polimorfismos del gen UCP-2 y UCP-3 han sido muy bien correlacionados con
diferencias notables en el gasto energético de ciertos obesos portadores de
algunas variantes especificas que los harian mas refractarios a la reduccién de
peso mediada por ejercicio.

No obstante, los pasos agigantados que da la biologia molecular, atin no

es posible encontrar un gen mayor que determine sus principales




caracteristicas. Bajo esta premisa, la contribucién de determinadas variantes
génicas debe ser tomada con cautela, en el contexto de interaccidn a fa cual
obedece la patologia y en la cual los eventos ambientales pueden ser de igual

o mayor importancia que la variabilidad genética observada en cada poblacién.

1.5 FABP-2

Dentro de la gran cantidad de genes que han sido mencionados como
candidatos en el complejo proceso de la obesidad e IR, FABP-2 es uno de los
que ha mostrado resultados mds consistentes con los fendmenos de
acumulacién y oxidacién de grasa y sensibilidad insulinica. La IR es la
condicion en la cual una concentracién normal de insulina produce un efecto
atenuado en términos de homeostasis glucidica. Es la base fisiopatoldgica de
multiples enfermedades de alta prevalencia, dentro de las cuales se destacan
la obesidad, la intolerancia a la glucosa, la diabetes mellitus, la hipertensién
arterial y la dislipidemia. E! conjunto de estas patologias se conoce como
Sindrome Metabdlico (SM). Desde el punto de vista genético, FABP-2 esta
secuenciado y existen diversos estudios in vitro que han aportado informacién
respecto a su papel fisioldgico. La proteina se expresa preferentemente en el
intestino delgado y esta asociada directamente al transporte de acidos grasos.
FABP-2 contiene un sitio simple para la union del ligando, con una alta afinidad
por &cidos grasos de cadena larga, tanto saturados como insaturados. La
existencia de variantes genéticas en el locus de FABP-2 podria tener una gran

relevancia en el transporte diferencial de acidos grasos en la etiologfa de la
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obesidad. Lo anterior ha sido establecido tanto en estudios de ligamiento
genético, como en estudios de asociacion utilizando algunos polimorfismos
descritos para FABP-2, Dicha variante genética se caracteriza por una
sustitucion de treonina por alanina en la posicién 54 de este gen (Ala54Tre). El
alelo portador de treonina es relativamente comin en la poblacién, con una
frecuencia cercana al 30%, como lo describen estudios en indios Pima y en
caucdsicos?? 6. Este alelo se ha asociado in vivo con altas concentraciones de
insulina en ayunas y aumentos considerables en la tasa de oxidacién de acidos
grasos. La variante alélica treonina 54 posee una afinidad 2 veces mayor para
unir dcidos grasos de cadena larga, que el tipo silvestre alanina. Diversos
estudios han indicado que este polimorfismo poedria aumentar la absorcion y/o
procesamiento de Acidos grasos de cadena larga provenientes de la dieta a
nivel intestinal, favoreciendo con ello el aumento de la oxidacién vy
competencia con la glucosa, generando una disminucidén de la accidén insulinica,
pudiendo este fenémeno tener gran importancia en la obesidad y desarrollo de

IR*2,

1.6 POBLACIONES AMERINDIAS DE CHILE

Debajo de su aparente homogeneidad, Chile es un mosaico de etnias,
geografias, ecosistemas y culturas muy diversas**8, La formacién mds estable
de la poblacidén chilena estaria formada por tres componentes distintos, los
habitantes amerindios (nativos), los colonizadores europeos (principalmente

espafioles) y los esclavos africanos.
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Historicamente los nativos amerindios ocuparon el territorio miles de
afios antes de la llegada de los espafioles, antes de la época colombina el
territorio de Chile sufrié invasiones de poblacion Mapuche por el sur y de
poblacion Quechua por el norte, de tal modo que la estructura genética de los
amerindios era heterogénea antes de la llegada de los espafioles.

La actual poblacién chilena que se compone de aproximadamente 17
millones de habitantes, alcanzaria en la actualidad las siguientes proporciones,

60% de origen europeo, 33% de origen amerindio y 7% de origen africano®.

1.6.1 LA POBLACION AYMARA

En el presente, los Aymaras de Chile constituyen el segundo grupo
étnico del pais, que sigue en importancia a los Mapuches. Actualmente,
ascienden a un total de 48.477 habitantes (INE 1992), de los cuales 15.461
residen en su habitat original rural o bien en sectores urbanos de la I Region.
Los restantes 33.016 se dispersan en diversas regiones del pais.

La migracién Aymara en Chile empieza a hacerse notoria en las décadas
de 1930 y 1940, cuando era comun que llegaran a las oficinas salitreras del
norte, pequeflas caravanas de Aymaras provenientes de la precordillera y
altiplano de Tarapaca con el propésito principal de hacer trueque o venta de
sus diversos productos agropecuarios andinos. Adquirian a su vez nuevos
abarrotes y posteriormente regresaban a sus asentamientos andinos con la
nueva carga. Algunos de ellos se convirtieron en eficientes obreros de las

salitreras. Mas tarde, en 1977, con la apertura de caminos los Aymaras
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iniciaron su adquisicibn de vehiculos para transportar y vender sin
intermediarios sus productos en el mercado urbano. De este modo el pastor
jefe de hogar se convirtié en transportista, delegando sus funciones de
pastoreo en su esposa e hijos®®®2. Inevitablemente, se produjo después la
migracién de familias Aymaras, que tendieron a abandonar sus viviendas y
terrenos cordilleranos de pastoreo y cultivo dejéndolos a cargo de un cuidador.
En el nuevo medio, muchas de dichas familias renunciaban a sus recursos
productivos agropastoriles tradicionales, buscando nuevas opciones para
mejorar su calidad de vida.

De este modo, se generd un fiujo migratorio creciente que incentivé e
incrementd el proceso de aculturacién, el debilitamiento de los lazos de
parentesco con el patrilinaje, y la degradacion del ecosistema local altiplénico o
precordillerano.

Seglin las opiniones entregadas por los propios migrantes Aymaras, las
principales causas de su proceso migratorio han sido y son la sequfa, el
conflicto religioso, los problemas educacionales, la presion social, el trabajo, y
otros factores misceldneos. Hay consenso en que la sequia y sus efectos
destructivos en el habitat andino y sus recursos productivos han sido el factor
causal desencadenante de la migracién.

La poblaciéon Aymara, especificamente la que vive sobre los 2 mil metros
de altura, dada su localizacién aislada, dependen exclusivamente de la
agricultura basado en el cultivo de papas, quinoa, cebada y en el consumo de

carne de llamas y alpacas.




La prevalencia de diabetes tipo 2 en la poblacion Aymara que vive a
altas altitudes en el norte de Chile, es més baja que la de la poblacién urbana
caucdsica de Santiago, y mucho mas baja que la de otros grupos amerindios
que han adoptado estilos de vida de las sociedades industriales
occidentalizadas. A pesar de una alta prevalencia de IMCs de al menos 30
kg/m?, altos niveles de actividad fisica y bajos valores promedio de HOMA-IR y
los niveles de insulina, podrian ser los responsables en parte, de las bajas
frecuencias de diabetes tipo 2. Los datos de perfil lipidico aiterado observado
en este grupo!® podrian estar asociados a diferencias en la composicién de la

dieta.

1.6.2 LA POBLACION MAPUCHE

Los Mapuches constituyen una subcultura diferente dentro de la cultura
chilena, poseen una lengua autdctona y exhiben caracteristicas étnicas
distintivas. Se agrupan en reducciones, conglomerados de varias familias, en
su mayoria unidas por lazos de parentesco, que habitan un territorio
determinado y son dirigidas por un jefe comin o cacique. La mujer Mapuche,
en general, se dedica a las labores del hogar y al cultivo de la huerta. Su vida
es bastante sedentaria, ya que por las caracteristicas de vida y de vivienda las
tareas de limpieza son minimas, la alimentaciéon muy simple y en la comunidad
estudiada no existe el cultivo de huertas ni la crianza de animales menores. En

cambio el hombre, responsable del sustento econdmico, frecuentemente




trabaja lejos del hogar recorriendo grandes distancias y realizando labores
pesadas.

En el presente, los Mapuches constituyen la poblacién indigena
mayoritaria de Chile. Segln las cifras aportadas por el censo oficial de Chile
(INE 1992), ellos ascienden a 928.060 habitantes. Entre ellos, 337.676 residen
en sus respectivas regiones originales del sur del pais (VIII, IV y X). Sin
embargo, el centro gravitacional principal hacia el cual converge la mayoria de
los migrantes Mapuches es Santiago y sus éreas periféricas circundantes. En la
actualidad, la poblacibn Mapuche urbana asciende a 409.079 habitantes,
seguidos muy- de lejos por grupos minoritarios de Aymaras (12.308), mientras
los restantes 181.305 migrantes Mapuches se dispersan en las demds regiones
del pais. A lo anterior se suma la migracién y radicacién de una importante
cantidad de Mapuches chilenos en la Patagonia argentina.

Mediante el estudio de los datos demograficos™®, es posible inferir que en
la medida que avanza progresivamente el proceso de desarrollo experimentado
en Chile, se produce el incremento de fa migracién rural-urbana Mapuche
focalizada principalmente en la ciudad de Santiago.

En estudios anteriores se ha sefalado la alta prevalencia de obesidad y
paradojalmente baja prevalencia de diabetes tipo 2 en Mapuches viviendo en
ambiente rural, lo que indicaria una influencia genética protectora sobre la
diabetes®.

Una clave importante para interpretar la mayor prevalencia de cbesidad
y factores de riesgo lipidico que se presenta en estos grupos podria estar dado

por la constitucién de los alimentos, si bien se conoce que la dieta Mapuche es




bastante simple, constituida por un gran consumo de carbohidratos
(leguminosas y cereales), resulta l6gico pensar que este alto consumo de

energfa, sumado a un bajo gasto metabélico, explique en este grupo étnico el

mayor porcentaje de obesidad®.




2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Estudiar la frecuencia del polimorfismo de FABP-2 en poblacién Aymara
y Mapuche de Chile y asociarla con indicadores de obesidad y componentes del

Sindrome Metabdlico.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar la frecuencia del polimorfismo Ala54Tre de FABP-2 en

poblacién Aymara y Mapuche.

2.2.2 Establecer una comparacién entre las diferentes frecuencias
obtenidas en las poblaciones Aymara y Mapuche, y también con las
poblaciones previamente estudiadas y cuyos datos se pueden encontrar en la

literatura.
2.2.3 Estimar si existe asociacion entre el polimorfismo Ala54Tre de

FABP-2 e indicadores de Obesidad y factores asociados al Sindrome

Metabdlico.
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3. HIPOTESIS

Las poblaciones aborigenes de Chile (Mapuche vy Aymara) se
caracterizan por compartir dos rasgos epidemioldgicos muy particulares : una
alta frecuencia de obesidad y una baja prevalencia de diabetes tipo 2, siendo
esta una combinacién poco comln dado que generaimente ambas
enfermedades van en aumento . Lo anterior ha permitido especular que estos
grupos y otras etnias de Latinoamérica que presentan baja frecuencia de
diabetes , podrian estar protegidos desde el punto de vista genético al portar
combinaciones alélicas y genotipicas distintas.

Uno de los genes candidatos propuestos en diversos estudios de
obesidad y diabetes ha sido el gen FABP-2. Esta proteina tiene un papel
esencial en el transporte diferencial de dcidos grasos libres para su posterior
oxidacidén. La variante genética Ala54Tre en FABP-2 ha demostrado modificar
este transporte y se han descrito ciertas asociaciones de este polimorfismo con
obesidad, diabetes y componentes del SM en varias poblaciones. En este

sentido nos hemos planteado la hipotesis de que:

“ El polimorfismo Ala54Tre esta asociado a componentes del SM en

estas dos poblaciones con baja prevalencia de diabetes tipo 2”




4. MATERIALES

4.1 MUESTRAS

la muestra propuesta para este estudio, fue capturada en dos
investigaciones anteriores sobre prevalencia de enfermedades cronicas en
grupos autéctonos de Chile (periodo 1996-1998). La poblacion investigada
participé en un estudio de prevalencia y genética de diabetes tipo 2, los
individuos asistieron voluntariamente al consultorio, colegio o iglesia donde se
realiz6 una prueba de tolerancia oral a la glucosa en condiciones de ayuno.
Participaron de una invitacién abierta a la comunidad para individuos mayores
de 20 afios, firmaron su correspondiente consentimiento informado para esta
investigacién que fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina (Sede Occidente) de la Universidad de Chile. La muestra fue
almacenada a —-20°C.

Todos los conceptos antropoldgicos que permiten agregar a los grupos
humanos en categorias bioldgicas mas o menos homogéneas se prestan al
debate tedrico y a la discusion ideoldgica. Sin embargo, en investigaciones
como ésta se hace necesario aplicar algtn criterio de agrupacidén que permita
fijar la representatividad de la muestra desde el punto de vista étnico. Esto se
analizd sobre la base de la residencia al interior de cada poblado, la existencia
de ambos apellidos autdctonos, rasgos fisicos caracteristicos y clasificacion

seglin grupo sanguineo. El tamafio de la muestra analizada en este proyecto es

de 113 individuos mapuches y 100 individuos aymaras.




4.2 REACTIVOS

« Sigma: EDTA, Trizma Base (Tris[hidroximetilJaminometano).

« Gibco BRL: Cfo 1y Reactivo 1.

e Winkler LTDA: Bromuro de Etidio (solucidon 10 mg/mL), buffer TAE 50X,
Alcohol Etilico, Acetato de Sodio, buffer de carga {azul de bromofenol).

» MundolLab: Etanol Absoluto.

« Invitrogen: Agarosa Ultra Pura, enzima de restriccion Hha I y Reactivo 2,
marcador de peso molecular de 100 bp (100 bp DNA ladder),
desoxinucleétidos dATP, dTTP, dCTP, dGTP, buffer 10XPCR, MgCl;, Tag DNA
polimerasa, primers y Proteinasa K (PK).

s Linco Research INC: Human Leptin Ria Kit.

+ DPC Diagnostic: Kit de Insulina.

e Biometra: Termociclador (Personal Cycler).

e Pharmacia Biotech: cubeta para mediciones en GeneQuant y equipo de
GeneQuant (RNA/DNA Calculator).

¢ Vilber Lourmat: Camara con cuarto oscuro y luz UV (Darkroom with camera
support for table), software para capturar la imagen (Biocapt MW).

» SONY: Impresora Video Graphic Printer UP-895 MD y papel fotografico.

s Merck: TRIZMA Base, SDS, Cloruro y Citrato de Sodio.




5. METODOS

5.1 Mediciones Antropométricas y Metabdlicas

Se realizaron mediciones antropométricas basicas como: peso, talla,
cintura y cadera con el individuo descalzo y con ropa ligera. La presién arterial
se determind con el individuo sentado y en reposo, considerandose el
promedio de dos mediciones, una realizada al ingreso y otra después, una vez
finalizada la prueba de tolerancia. El protocolo clinico de esta investigacion fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital San Juan de Dios (Facultad de
Medicina, Universidad de Chile), el cual resguarda la confidencialidad de los
participantes y la seguridad de la aplicacién de su protocole clinico
estandarizado. La definicion de hipertension arterial (HTA) utilizada
corresponde al Ultimo consenso mundial que establecio los siguientes puntos
de corte para HTA como: presién sistélica mayor 140 y/o presion diastdlica
mayor 80 mmHg>.

La muestra de sangre se obtuvo después de un periodo de ayuno de 12~
14 horas mientras se realizd un;'ﬂ prueba de tolerancia a la glucosa para la
deteccién de diabetes tipo 2. Los sujetos diabéticos detectados por esta
pesquisa fueron excluidos de esta investigacién. Todas las determinaciones
bioquimicas se realizaron en la muestra tomada en ayunas. La leptina y la

insulina se determinaron en ftriplicado mediante un radicinmunoanalisis

especifico en cada caso (Linco Research y DPC Diagnostic).




5.2 Peso

Se utilizd una balanza ubicada sobre un piso duro. La persona se
encontraba descalza y con una sola capa de ropa, vale decir, pantalén o falda y
blusa o camisa, y sin cargar con cosas pesadas ni joyas. La persona se subid a
la bédscula, procurando distribuir el pesc en ambos pies. El valor de la medicién

se registrd en Kg.

5.3 Talla

La persona estuvo de pie y descalza sobre un lugar donde el piso era
duro, firme, plano y sin aifombras. Se pidid a la persona que se parara erguida
contra una pared, con los pies y los talones juntos, y que tocara ia pared con
los pies, las nalgas, la espalda y la cabeza. Se tom¢é la medida con cinta

métrica y el registro se hizo en metros.

5.4 Indice de Masa Corporal (IMC)

IMC es un indice simple de peso-por-altura que es usado comuinmente
para clasificar sobrepeso y obesidad en adultos. Es calculado como el peso en
kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros (kg/m?).

La clasificacidén de sobrepeso y obesidad, de acuerdo al IMC, se muestra

en la Tabla 3.
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Clasificacion

IMC (kg/m?)

Riesgo de co-morbilidad

Bajo-peso < 18.5 Bajo (pero el riesgo de algunos
problemas clinicos aumenta)
Rango Normal 18.5-249 Promedio
Sobrepeso 225
Pre-obeso 25-29.9 Incrementado
Obeso clase I 30.0 - 34.9 Moderado
Obeso clase 11 35.0 - 39.¢ Severo
Obeso clase Il z40.0 Muy severo

Tabla 3 ; Clasificacién de sobrepeso en adultos segun el IMC

Es importante notar que los valores de IMC son independientes de ia

edad y son los mismos para ambos sexos. Sin embargo, el IMC no puede

corresponder al mismo grado de gordura entre diferentes poblaciones, debido

en parte a las diferentes proporciones corporales.

Esta tabla muestra una relacién simplista entre IMC y riesgo de co-

morbilidad, el cual puede ser afectado por una serie de factores, incluyendo la

naturaleza de la dieta, grupo étnico y nivel de actividad. Los riesgos asociados

con incrementos en IMC son continuos y graduales, y empiezan con un IMC de

25. La interpretacién de los gradientes de IMC en relacién al riesgo de co-

morbilidad, puede diferir para diferentes poblaciones.
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5.5 ICC

Se midieron los perimetros de cintura y cadera. Para estas mediciones
se usé: cinta métrica flexible y el registro se hizo en centimetros. Para el
perimetro de cintura se buscd la parte mas estrecha de la persona entre las
costillas y el tope del hueso de la cadera. Se considera factor de riesgo si este
valor es mayor de 88 cm en el caso de las mujeres y 102 ¢cm en el caso de los
hombres.

El perimetro de cadera se midi6 en la parte mas ancha de las nalgas y
cuidando de que la cinta métrica quedara paralela al piso. Se considera factor
de riesgo si la relacién cintura/cadera (es decir, ICC) es mayor de 0.8 para las
mujeres y 1.0 para los hombres, que son aquellos con obesidad abdominai o

tipo manzana.

5.6 Triglicéridos

La determinaciéon de triglicéridos plasmaticos se realizé a través de

métodos enzimaticos tradicionales, a través de medicidn automatizada

(Photometric 4010, Roche) con un coeficiente de variacion < 3 %.




5.7 Glicemia

En Ayunas 2 horas después de
comidas
Normal 115 mg/dL 140 mg/dL
Aceptable 140 mg/dL 200 mg/dL
Alto 4+ de 200 mg/dL + de 235 mg/dL

Tabla 4: Se pueden ver los rangos de valores establecidos por la Asoclacidn Americana
de Diabetes para la determinacién de glicemias.

Las determinaciones se efectuaron mediante técnicas colorimétricas
estdndares (Método de Glucosa Oxidasa) en una muestra de sangre en ayunas
y para glicemia e insulinemia se tomd ademas una muestra post carga de 75 g

de glucosa. El coeficiente de variacién estimado fue < 2%.

5.8 Leptina

Se midié6 por radioinmunoensayo directo mediante kit comercial (Linco
Research Inc). El limite de sensibilidad para leptina humana fue de 0.5 ng/mi y
los coeficientes de variacidon intra e interensayo fueron del 2,5% y 5%

respectivamente.
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5.9 Insulina

La insulina plasmatica se determiné mediante un radio-inmunoanalisis
especifico (DPC Diagnostics, USA). Con un coeficiente de variacion intraensayo

del 5% y un coeficiente de variacion interensayo del 8%.

5.10 HOMA

Es un método para la valoracién de la resistencia insulinica basal,
determinado en la condicién homeostatica del ayuno. El modelo presupone gue
el control de glucemia, insulinemia y péptido C plasmaticos en ayunas es
gobernado por el retrocontrol ejercido por el pancreas, higado y tejidos
insulinosensibles e insulinoinsensibles intervinientes en el metabolismo de la
glucosa. El modelo puede ser usado para evaluar la secrecién de insulina y la
insulinosensibilidad de individuos. El HOMA ha sido desarrollado y validado a
partir del clamp hiperinsulinémico-euglucémico (para la insulinosensibilidad) y
el clamp hiperglucémico (para la secrecién de insulina). Aunque el HOMA es el
mejor test fisiolégico para evaluar la secrecidn y la sensibilidad a la insulina en
estudios poblacionales, su uso en la evaluacién clinica individual atin no ha sido
validado, debido a su elevado coeficiente de variacién®.

Para su determinacién se utiliza la concentracién de insulina basal y la

glicemia basal a través de la siguiente formula:

HOMA; - Insulina en ayunas (nU/mi) x Glicemia en ayunas (mmoli /1)
22.4




El aumento de la resistencia a la insulina y especialmente la reduccion
de la secrecidon de insulina, medidos por el HOMA, han sido asociados con

prediccidn y progresion de diabetes tipo 2.

5.11 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA gendmico de la totalidad de las muestras
(almacenadas a -20°C) se hizo por el método de la extraccién fendlica®, el

cual se detalla a continuacion.

5.11.1 Lavado Celular

1) Se colocaron 500 pL de la muestra {sangre) en un tubo eppendorf de
1.5 mL.

2): Se prepard en forma paralela 250 mL de solucidon de lavado (1X SSC) a
partir de una solucién stock de SSC 20X (buffer salino formado por cloruro y
citrato de sodio).

3). Se adiciono al tubo con muestra, 800 pL de solucién de lavado, se cerré
bien el tubo y se agitd en vortex.

4):  Se centrifugé la muestra a 12000 rpm durante dos minutos y se elimind
el sobrenadante por inversion directa.

5) Se volvié a repetir el paso 4 y 5 en dos oportunidades mas. Debe

conseguirse visualizar claramente un residuo (pellet) de células blancas y luego

eliminar la mayor cantidad de hemoglobina.




5.11.2 Digestion Celular

1) Antes de empezar este paso, se gradud la temperatura del incubador a
56°C.
2) Se prepard la solucidén de digestion de la siguiente forma:

- 375 plL de Acetato de Sodio (0.2M}

- 25 b SDS (10%)
- 5pl de PK (20 mg/mL)

3) Se adicionaron los 405 ul de mezcla de digestion a cada tubo eppendorf
con las células previamente aisladas.
4) Se agité fuertemente dando golpes con los dedos y en el vértex hasta
homogeneizar las células en el liquido.
5) Se incubd el tubo a 56°C durante 1 hora. Cada cierto tiempo (10-15
minutos), se retird el tubo de! incubador y se volvié a agitar ya que las células
suelen reagruparse en el fondo del tubo y se tendria una digestion poco

efectiva.

5.11.3 Extraccion Fendlica

1) Cuando se cumplié el tiempo previsto para la digestidn, se retird el tubo
del bafic y se adicionaron 120 pl de mezcla de extraccidn
(fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1).

2)  Se cerrd el tubo fuertemente y se agité durante unos 30 segundos. Se

centrifugd el tubo a 12000 rpm durante 2 minutos.
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3) Se retiré con cuidado el tubo de la centrifuga, aqui se diferenciaron dos
fases, una liquida (superior) donde se encuentra el DNA y una fase mads
compacta (inferior) donde se encuentra gran parte de las proteinas que se
estan eliminando. Se transfirié la fase liguida con mucho cuidado a otro tubo
eppendorf, arrastrando lo menos posible de la fase proteica.

4) Con la fase acuosa ya en el otro tubo eppendorf, se agregd 1.0 mL de
etano! absoluto frio (se encontraba a -20°C). Se mezclé por inversion (se
observé el DNA). Se colocd el tubo en hielo durante 15 minutos.

5) Se centrifugé el tubo a 12000 rpm durante 2 minutos, y se observd
dénde quedd el residuo y se descartd todo el sobrenadante. Se elimind la
mayor cantidad de etanol poniendo el tubo invertido sobre toalla nova.

6) Una vez evaporado el etanol, se adicionaron 180 ulL de TE (pH 7.4).

5.12 Purificacion del DNA

1) Se tempero a 37°C el DNA durante 15 minutos.

2): Se agregaron 20 plL de Acetato de Sodio 2M, y se mezciaron durante 30
segundos por inversion.

3): Finalmente se agregaron 500 uL de etanol (80%) frio, se mezcld por
inversién y se centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos.

4) Se elimind el sobrenadante, se evapord el etanol y se reconstituyd el

DNA en 100 L de TE (pH 7.4).
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5.13 Lectura de concentracion de DNA (Gene Quant)

El equipo que se usé para esto es un espectrofotémetro UV (Gene
Quant). Para esto se utilizé una cubeta de cuarzo, en donde se agregaron 80
uL del DNA que se necesitaba cuantificar. Pero primero, se introdujo la misma
cantidad de TE, el cual sirve de blanco, el cual se fija a 260 nm. Luego las
muestras se leyeron a 280 nm.

Para DNA gendmico 1 0.D.= 50 pug de DNA,

El equipo entrega el valor de la concentracién de DNA, de proteina y fa

relaciéon entre estos valores.

5.14 Amplificacién por PCR y analisis de los polimorfismos por
digestién enzimatica (RFLPs)

5.14.1 Amplificacién por PCR

En este trabajo, la amplificacién y digestién por enzima de restriccién
fueron hechas de acuerdo al método descrito por Baier et al.** Después de la
extraccion de DNA gendémico por el método antes mencionado y de haber
realizado la medicién de su concentracién, se procedid a la amplificacion
mediante PCR del exdn 2 del gen de FABP-2, sitio en donde se encuentra la
sustitucién GCT—ACT (Figura 3) que da lugar al aminodcido treonina en
reemplazo del aminodcido alanina en la posicién 54 (Ala54Tre). Para esto se

usaron los siguientes primers 5-ACAGGTGTTAATATAGTGAAAAG-3' y 5'-

TACCCTGAGTTCAGTTCCGTC-3',




Ala%
5'-TCA AGC GCT TTT CGA-3'

5'-TCA AGC ACT TTT CGA-3
Tre

Figura 3: Posicién 54 de FABP-2, sitio en donde se encuentra la sustitucién que da
lugar al aminoacido Treonina en lugar de aminoacido Alanina. Se subraya el sitio de
corte de la enzima Hha I.

Las concentraciones utilizadas fueron de 200 ng de DNA, 1X de buffer
PCR, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs, 5.1 pM de cada primer y 1 U de Taq
DNA polimerasa. Se llegé a un volumen final de 20 pl. Cada experimento
incorpord un tubo blanco de la reaccién, donde se agregaron todos los
componentes de un PCR normal, pero se reemplaza el DNA por agua destilada.
Se hicieron 30 ciclos de temperatura, de 95°C por 1 minuto, de 55°C por 1
minuto, de 72°C por 2 minutos y un ciclo de extensién final a 72°C por 3
minutos. Con este programa de PCR, logramos amplificar un fragmento de 180
bp que contiene la zona de la mutacién. El detalle del programa de PCR se

muestra en la Tabla 5.

Algunas caracteristicas de los primers se detallan a continuacién.




Caracteristicas de los primers

Primer 1

Secuencia (5’-3'): ACA GGT GTT AAT ATA GTG AAA AG
Largo del primer: 23

Peso Molecular (pg/umol): 7160.6

Escala de sintesis: 200 nmol

Coeficiente de Extincién Milimolar (OD/pmol): 287.0
Tm (1 M Na-+): 65

Tm (50 mM Na+): 43

%GC: 30

Eficiencia de acoplamiento: 99%

Primer 2

Secuencia (5'-3’): TAC CCT GAG TTC AGT TCC GTC
Largo del primer: 21

Peso Molecular (ng/pmol): 6349.2

Escala de sintesis: 200 nmol

Coeficiente de Extincién Milimolar (OD/pmol): 210.0
Tm (1 M Na+): 71

Tm (50 mM Na+): 49

%GC: 52

Eficiencia de acoplamiento: 99%




Composicion de mezcla de PCR Programa de PCR
dNTPS: 0.2 mM (2 Denaturacidén: 95°C por 1 minuto, Annealing:
10XPCR: 1X 55°C por 1 minuto, Extensidn: 72°C por 2
MgCly: 1.5 mM minutos,
Primer 1: 5.1 pM Todo esto se repite a lo largo de 30 ciclos.
Primer 2: 5.1 pM Finalmente hay un ditimo ciclo de extensién
Taq Polimerasa: 1 U final: 72°C por 3 minutos.

Tabla 5: El detalle de la composicién de la mezcla de PCR que se usd en estos
experimentos y el programa de PCR que usamos en el termociciador.

Posteriormente, para poder visualizar los productos de la amplificacién
se tomaron 8 pl de la mezcla de PCR, los que se tifien con 2 uL de buffer de
carga (azul de bromofenol) los cuales se dispusieron en un gel de agarosa ali
2% con bromuro de etidio, también se cargé en uno de los carriles el estandar
de peso molecular de 100 bp. La electroforesis se dejé correr por un periodo
de aproximadamente 1 hora a un voltaje de 90 V y se observé la intensidad de
las bandas a través de un transiluminador de luz UV, la cual fue captada por
una cadmara que iba incluida en un cuarto oscure y que llevd la imagen a un

computador, donde posteriormente fue posible imprimirla o almacenarla

(Figura 4).




<fmmmm 80 bp

Figura 4: Gel al 2% en donde se pueden observar los amplificados correspondientes al
fragmento de 180 bp de FABP-2 en los carriles del 3 al 7. En el carril 2 se observa el
blanco y en el 1 el Estandar de Peso Molecular (de 100 bp).
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5.14.2 Corte con enzima de restriccion

En este estudio fue usada la endonucleasa de restriccion Hha I para
detectar el polimorfismo Ala54Tre, el cual rompe el sitio Hha 1. El producto de
PCR fue digerido con Hha I a 37°C por 3.5 horas, o alternativamente a 60°C
por 2 horas. Se usaron geles de agarosa al 4% con 1 mg/mL de bromuro de
etidio, se hizo electroforesis por 1 hora a 90 V y fotografia bajo fuz UV. Los
productos de PCR que carecian del sitio Hha I migraron a un Gnico fragmento
de 180 bp (aquellos que transportan a Tre 54), pero los productos de PCR que

contenian el sitio Hha I fueron divididos en dos fragmentos (de 99 y 81 bp).

Condicién Tamafio del fragmento
Amplificado por PCR 180 bp
Digestién con Hha I Tamaiio y niimero de bandas
Homocigoto wt (Ala/Ala) 2 bandas de 99 y 81 bp
Heterocigoto {Ala/Tre) 3 bandas de 180, 99 y 81 bp
Homocigoto Mutante (Tre/Tre) 1 banda de 180 bp

Tabla 6: Diagrama de los posibles fragmentos que se pueden encontrar al
digerir el producto de PCR y posterior corte en el gen de FABP-2
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Figura 5: Se pueden ver las bandas que es posible encontrar en los geles después de
hacer digestiéon con enzima de restriccion, esto nos permite determinar si hubo o no
mutacién para FABP-2 en cada sujeto estudiado.

18336

180 bp —»

99 bp —
81 bp —p

Figura 6: Gel al 4% en donde se pueden observar todas las posibles bandas que se
pueden obtener al digerir con endonucleasa Hha I un fragmento de FABP-2 y con las
cuales es posible determinar el polimorfismo.
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6. RESULTADOS

6.1 DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO
Ala54Tre DE FABP-2 EN POBLACION AYMARA Y MAPUCHE

6.1.1 AYMARAS

El total de personas de este grupo fue de 100. El rango de edades de
este grupo fue de 21 y 80 afios, con una media de 50.9 + 17.2 afios y una
mediana de 52 afios. De ellos 20 (20%) eran hombres y 80 (80%) eran
mujeres. Con los Aymaras fueron obtenidas las siguientes frecuencias |

genotipicas para el polimorfismo en FABP-2 (Tabla 7).

Genotipo Total Frecuencias
Genotipicas
Ala/Ala 66 0.66
Ala/Tre 32 0.32
TrefTre 2 0.02
Total 100 1.00

Tabla 7: Frecuencias encontradas para los tres genotipos de FABP-2 en
poblacién Aymara.

Se puede observar que soélo se encontraron 2 individuos que
presentaban el genotipo homocigote mutante (Tre/Tre), siendo eésta la

frecuencia mas baja descrita en la literatura.
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6.1.2 MAPUCHES

Fl total de personas de este grupo fue de 113. Ef rango de edades de
este grupo fue de 18 y 68 afios, con una media de 44 + 13.97 afios y una
mediana de 44 afios. De ellos 30 (27%) eran hombres y 83 (73%) eran

mujeres (Tabla 8).

Genotipo Total Frecuencia
Ala/Ala 53 0.47
Ala/Tre 49 0.43
TrefTre 11 0.10

Total 113 1.00

Tabla 8: Frecuencias encontradas para los tres genotipos de FABP-2 en
poblacién Mapuche.

6.1.3 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Ambas poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. El p-
value exacto para la distribucion de frecuencias genotipicas es de 0.73 en el
grupo Aymara y de 0.95 para la poblacién Mapuche analizada. Estos datos se

pueden ver en la Tabla 9.
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6.2 COMPARACION ENTRE LAS FRECUENCIAS GENICAS
OBTENIDAS EN POBLACION AYMARA Y MAPUCHE CON OTRAS
POBLACIONES YA ANALIZADAS

Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre Ala Tre P-value
EHW
Santiago
(n=425) 0.32 0.45 0.23 0.55 0.45 0.06
Japoneses
(n=237) 0.41 049 | 0.11 0.65 0.35 0.39
Suecos
(n=59) 0.42 0.46 0.12 0.70 0.30 0.34
Indios Pima
(n=457) 0.48 0.45 0.07 0.70 0.30 0.07
Coreanos
(n=96) 0.45 0.42 0.13 0.66 0.34 0.45
Mujeres USA
(n=60) 0.61 0.30 0.09 0.76 0.24 0.21
Caucdsicos
USA (n=55) 0.44 0.49 0.07 0.69 0.31 0.33
Aymara
(n=100) 0.66 0.32 0.02 0.82 0.18 | 0.73
Mapuche
(n=113) 0.47 0.43 0.10 0.69 0.3t [ 0.5

Tabla 9: Comparacion de la frecuencia del polimorfismo FABP-2 en distintas
poblaciones del mundo.

Hay que separar los resultados en frecuencias alélicas vy
frecuencias genotipicas. Al fijarse en las frecuencias alélicas, vemos que

suecos, Pima, mapuches y caucasicos, son muy similares (frecuencia de Ala

entre 0.69 y 0.7). Japoneses y coreanos conforman otro grupo con frecuencias




parecidas (frecuencia de Ala entre 0.65 y 0.66). La poblacién de Santiago y de
mujeres de USA, no se parecen a ningtn otro grupo (frecuencia de Ala 0.55 y
0.76, respectivamente).

Hay una gran similitud en la distribucion de frecuencias genotipicas
entre poblaciones de origen asidtico (japoneses y coreanos) y la poblacién
Mapuche. Aymaras, mujeres de USA también tienen frecuencias muy
parecidas. Sin embargo, la poblacién Aymara presenta la frecuencia mas baja
reportada en la literatura para el genotipo Tre/Tre. La poblacién de Santiago a

su vez, no presenta similitud con ninguna otra poblacién.
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6.3 ANALISIS DE LOS INDICADORES DE OBESIDAD Y
COMPONENTES DEL SENDROME METABOLICO SEGUN GENOTIPO
FABP-2

6.3.1 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS PARA AYMARAS

Variable Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
{(n=66) {n=32) {n=2)

Peso {Kg) 68.6+13 72.24+11.9 7114.2
Talla (m) 1.5+0.1 1.540.1 1.5+0.1

IMC (Kg/m?) 29.4+5.5 30.2+5.6 30.2+5.1
ICC 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1

Tabla 10: Medidas antropométricas encontradas en poblacién Aymara seglin genotipo
FABP-2.

En la Tabla 10 se observa que no hay diferencias estadisticas al
comparar variables bdsicas de antropometria segin genotipo portador o no del
alelo treonina. De la tabla se puede deducir el alto IMC promedio en este

grupo, lo cual se puede complementar segin distribucidn por sexo para este

grupo en la Tabla 14.




6.3.2 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS PARA MAPUCHES

Variable Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
(n=53) {n=49) (n=11)

Peso (Kg) 73+11 74+14 75+14.2
Talla (m) 1.5+0.1 1.630.1 1.6+0.1
IMC ‘(Kg/mz) 30+5 30.8+5.9 30.9+5.4
ICC 0.940.1 0.9+0.1 0.9+0.1

Tabla 11: Medidas antropométricas encontradas en poblacién Mapuche seglin genotipo
FABP-2.

De la Tabla 11 se deduce que no hay diferencias estadisticas entre las
variables comparadas segtin genotipos FABP-2. Las diferencias son muy leves
y en todos los casos informan de una distribucién bastante homogénea de las
variables antropométricas en esta poblacion, sin influir la presencia o no del
alelo mutante treonina. Al igual que en poblacién Aymara, también se observa
un elevado IMC promedio, que corresponde a .una poblacién en su mayoria
obesa. En la Tabla 15, se puede ver la distribucion por sexo de este mismo

grupo.
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6.3.3 CATEGORIAS IMC PARA AYMARAS SEGUN GENOTIPO

FABP-2
Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
{(n=66) (n=32) {n=2)
Normopeso
(17%) 13 (20%) 4 (12%) 0 (0%)
Sobrepeso
(47%) 32 (48%) 14 (44%) 1 (50%)
Obeso
(36%) 21 (32%) 14 (44%) 1 (50%)

Tabla 12: Categorias de IMC encontradas en poblacién Aymara segiin genotipc FABP-2,

En la Tabla 12 se puede observar como se distribuye la poblacién
Aymara seg(n las categorias de IMC y seg(n genotipo FABP-2.

Anteriormente en la Tabla 3, se sefialaron los rangos de esta
clasificacién de IMC. No se encontraron personas Bajo-peso, por lo que esta
clasificacién quedé excluida. En cuanto a la obesidad, esta se encontrd hasta
en los niveles mas severos {(Obesidad de clase 1III).

En la Tabla 12 se observa que la condicidn Normopeso es mayor en
personas Ala/Ala (20%) que en portadores de Tre (12%). En la condicién
Sobrepeso no se ve una diferencia muy importante entre portadores o no de la
mutacion (so6lo de 48% a 44%). Pero en el nivel de Obesidad aparece una gran
diferencia, siendo mucho mayor en los individuos portadores del alelo Tre
(44%) que en los no portadores (32%). La frecuencia del heterocigoto Ala/Tre

se concentra en forma significativa en los grupos de Sobrepeso y Obesidad
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(p=0.01). La condicién Tre/Tre al presentar a sdlo dos sujetos, no permite

hacer un analisis estadistico riguroso.




6.3.4 CATEGORIAS IMC PARA MAPUCHES SEGUN GENOTIPO

FABP-2
Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
(n=53) {n=49) {n=11)
Normopeso
{14%) 7 (13%) 8 (16%) 1 (99%)
Sobrepeso
(35%) 21 (40%) 14 (29%) 5 (45.5%)
Obeso
{51%) 25 (47%) 27 (55%) 5 (45.5%)

Tabla 13: Categorias de IMC encontradas en pobfacién Mapuche segiin genotipo FABP-
2.

En la Tabla 13 se ve la distribucién de la poblacion Mapuche segin
categorias de IMC y segtin genotipo FABP-2.

Esta clasificacion se hizo de la misma manera que en Aymaras, segun el
criterio dado en la Tabla 3. En este grupo tampoco se encontraron personas
Bajo-peso. Y también fueron encontrados individuos con obesidad muy severa
(Obesidad de clase III).

La condicibn Normopeso es la que presenta un menor nhimero de
individuos respecto al grupo total en cada uno de los tres grupos conformados
por los 3 genotipos de FABP-2, Y llama la atencién que en el grupo Tre/Tre sélo
se encuentra un individuo Normopeso. Al observar la condicién Sobrepeso, no
se ven grandes diferencias entre individuos Ala/Ala y Tre/Tre (40% y 45.5%),
aunque si entre ambos grupos y el grupo heterocigoto Ala/Tre (29%). En este
grupo la frecuencia del heterocigoto Ala/Tre es significativamente mayor en el

grupo de Obesidad (p=0.03). Respecto a la Obesidad en los tres grupos

49




presenta nimeros elevados y cercanos al 50%, lo que revela el alto nivel de

obesidad que hay en la poblacién Mapuche total.




6.3.5 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS SEGUN GENOTIPO FABP-2 Y
SEXO ENCONTRADAS EN AYMARAS

Variable HOMBRE MUJER HOMBRE MUIJER HOMBRE MUJER
A/A AJA AT AT T/T T/T
{(n=9) (n=57) (n= 10) (n=22) (n=1) (n=1)
Peso (Kg) 70.1+6.5 68.3+13.8 70412.8 73.2+11.7 68 74
Talla {m) 1.6+0.1 1.5+0.1 - 1.6+0.1 1.5+0.1 1.6 1.5
IMC (Kg/mz) 26.7+2.3 29.8+45.7 26.9+6 31.9+4.7 26.6 33.8
ICC 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1 0.94+0.1 0.9 0.9

Tabla 14: Medidas antropométricas encontradas en Aymaras y detalladas segin sexoy
genotipo FABP-2.

La Tabla 14 muestra la distribucién del grupo Aymara segln sexo Y
genotipo. De acuerdo a la distribucion de masa y estatura, sélo se realizan
comparaciones entre hombres X/Tre y hombres Ala/Ala, y entre mujeres X/Tre
y mujeres Ala/Ala. De acuerdo a esta clasificacion, no se observan diferencias
significativas entre ser portador o no del alelo frente a una distribucién
diferente en el IMC o ICC respecto a la estratificacion por sexo. Sélo se
observa una leve tendencia al incremento del IMC entre las mujeres portadoras
del alelo Tre/Tre. Es importante notar que sélo fueron encontrados 1 hombre y

una mujer Tre/Tre.
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6.3.6 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS SEGUN GENOTIPO

FABP-2 Y SEXO ENCONTRADAS EN MAPUCHES

Variable | HOMBRE MUJER HOMBRE MUJER HOMBRE MUJER
A/A A/A A/T A/T /T T/T
(N=11) {N=42) (N=17) {N=32) {N=2) {N=9)

Pesa (Kg) 7749.3 72+11.7 79+14.2 72+13.4 82+0.7 74+15.4

Talla (m) 1.7+0.1 1.54+0.1 1.7+0.1 1.5+0.1 1.7+0.1 1.5+0.1
IMC

(kg/m?) 28.1+2.9 30.5+4.8 28.7+5.5 31.9+5.9 29.4+0 31.245.9
icc 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1

Tabla 15: Medidas antropométricas encontradas en Mapuches y detailladas

seglin sexo y genotipo FABP-2.

La Tabla 15 muestra la distribucién del grupo Mapuche segin sexo y

genotipo. Al comparar las distintas variables antropométricas entre individuos

de cada sexo, no se encuentran diferencias importantes entre hombres ni entre

mujeres de cada genotipo FABP-2. Es decir, al igual que en Aymaras, tampoco

se observan diferencias significativas entre ser portador o no del alelo Tre en

este grupo. Y también hay una leve tendencia al incremento del IMC entre las

mujeres portadoras del alelo Tre (p=0.26).
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6.3.7 VARIABLES METABOLICAS PARA EL GRUPO TOTAL DE

AYMARAS SEGUN GENOTIPO FABP-2

Variable Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
{n=66) {n=32) {n=2)
Glicemia
{mg/dL} 964+46.8 88+30.3 8340
TG (mg/dL) 121.9451.1 136.3+82.4 66.5+28.9
PS (mmHg) 115.2+16.8 120.7+13.0 126.0412.7
PD (mmHg) 71.1+11.2 74.4+6.9 74.045.7
Col-HDL
{mg/dL) 40.4+7.3 41+7.6 48+16.9
Leptina
(ng/mL) 13.1+7.3 12.44+7.4 9.7+4.7
HOMA 3.1+3.7 2.942.8 0.44-0.5
1.8 (0.39-18.8) 2.1 (0.2-11.1) 0.4 (0.03-0.8)
Insulina 12.64+11.4 14,9+15.2 9.5+8.1
{(pUI/mL) 10 (1.4-56.3) 9.7 (1.2-61.1) 9.5 (15.2-3.7)

‘Tabla 16: Variables metabdlicas encontradas para el grupo total de Aymaras
clasificadas segin genotipo FABP-2.

Todas las variables se expresan como promedios y desviacion esténdar.
Para. HOMA e Insulina se incluye ademas, mediana y rango.

La Tabla 16 nos muestra que al analizar las variables metabdlicas
asociadas al SM en el grupo total diferenciado por genotipo, en el grupo
portador del alelo Tre s6lo se observan incrementos no significativos en los
Triglicéridos plasmaticos (p=0.33) y en HTA (p=0.37), aunque ambos
pardmetros se encuentran dentro de rangos normales, En la Tabla 17 se

puede ver la distribucidn por sexo para este mismo grupo.
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6.3.8 VARIABLES METABOLICAS SEGUN GENOTIPO FABP-2

Y SEXO EN AYMARAS

Variable HOMBRE MU3ER HOMBRE MUJER HOMBRE | MUJER
A/A A/A A/T A/T /T T/
{n=9) (n= 57) (n=10) (n=22) (n=1) | (n=1) |
Glicemia 77.8+10.5 98.9449.6 93.44-50.7 85.5+13.8 83 83
(mg/dL)
TG (mg/dL) | 114+63.5 123.2+49.5 [135.2:+113.2] 136.8+66 46 87
PS (mm Hg) | 117.8+18.4 | 114.7+16.7 | 123.5%17.7 | 115.3+10.1 117 135
PD (mmHg) 73.949.1 70.7+11.5 73.9+7.7 74.746.6 78 70
Col-HDL 42.2+8.7 40.1+7.1 41.9+8.3 40.6+7.5 60 36
{mg/dL)
Leptina 9,945.3 13.647.5 10.5+8.7 13.4+6.7 6.4 i3
(ng/mlL)
HOMA 2.6+1.9 3.2+3.9 1.8+1.6 3.8%3.3 0.8 0.03
2.2 (0.3-5.7) | 1.8 (0.3-18.8) [ 1.3 (0.2-5.2) | 2.3 (0.2-11.1)
Insulina 13.7+9.7 12.43+11.7 7.8+7.3 18.3+16.9 3.7 15:2
(uUI/mL) 10 (1.4-30.5) | 10.1 (1.6-56.3) | 6.8 (2.2-27.7) | 11.2 (1.2-61.1)

Tabla 17: Variables metabdlicas encontradas en Aymaras, agrupadas por sexoy

genotipo FABP-2,

En la Tabla 17 se pueden ver las variables metabélicas en poblacién
Aymara distribuidas por genotipo y sexo. El analisis estratificado por sexo no
muestra grandes diferencias entre portadores y no portadores del alelo Tre,
Tanto en hombres como en mujeres del grupo Aymara, la presencia del alelo
Tre estuvo asociado a una elevacion de los Triglicéridos (p=0.52) y un leve
incremento en la Presion Sistolica (p=0.31). Los datos para Tre/Tre no deben

ser usados para mostrar tendencias ni sacar conclusiones ya que corresponden
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sélo a un hombre y una mujer. Sin embargo, no se escapan de los rangos

encontrados en los otros grupos.
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6.3.9 VARIABLES MFTABC')LICAS SEGUN GENOTIPO FABP-2
Y SEGUN IMC EN AYMARAS

Variable Ala/Ala X/Tre
NP (n=13) SP (n=32) OB (n=21) NP (n=4) SP (n=15) OB (n=15)
Glicemia 76.318.5 91.8+39.6 114.8:+63.2 84+13.2 92.1445.1 85,1+8.1
(mg/dL)
TG 106.2:+62.2 124.9+41.9 127457.0 102.3+79.2 137.9+107.0 143,7+53
(mg/dL)
PS (mmHg) | 104.4+13.9 115.7+16.4 120.9+16.4 125.8+21.9 115.2+11.2 124,5+10.7
PO (mmHg) | g6.1+11.5 70.9+10.4 74.6+11.5 76.4+4.9 71.7+8.1 76.4:5.4
Col-HDL 43.2+5.3 39.3+6.5 40,3+9.1 39.347.4 44.7+7.9 37.9+6.2
(mg/dL)
Leptina 10.345.5 12.8+6.1 15.349.4 15.5+14.1 10.9+4.2 13.1+7.9
(ng/dL)
HOMA 1.6+0.6 2.6+2.9 4.8%5.1 2.842 1.7+1.8 4.7+3.5
1.5 (0.4-2.6) | 1.4 (0.3-13.7) | 3.1 (0.3-18.8) | 2.8(0.2-5.2) | 1.4(0.2-7.2) | 3.1(1.1-11.1)
Insulina 8.8+3.8 11.6+11.3 16.5+13.8 13.9+11.21 7.447.4 22.6+18.4
(wu3/mL) | g0 (1.8-15.7) | 7.6 (1.4-56.3) | 11.7 (1.6-50.6) | 13.9 (1.2-27.7)| 5.7 (1.2-32.3) |12.5(5.5-61.1)

Tabla 18: Variables metabdlicas encontradas en Aymaras y clasificadas segtin
genotipo FABP-2 e IMC.

En la Tabla 18 podemos observar a cada variable metabdlica y como se
distribuye seqin la clasificacién de IMC y genotipo FABP-2. Al comparar entre
individuos Normopeso se observa un aumento estadisticamente significativo en
HTA (p=0.032), y una tendencia al incremento para los pardmetros: Leptina
(p=0.273), HOMA (p=0.063) e Insulina {p=0.068) entre los portadores del

alelo: treonina. Entre individuos con Sobrepeso hay mayores valores en TG

(p=8.31) y Colesterol-HDL (p=0.017) y un descenso en Insulina (p=0.197), en
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los individuos X/Tre. Finalmente, en individuos Obesos, los portadores del alelo
treonina presentan aumentos en los valores de TG (p=0.379), Insulina en
ayunas (p=0.263)y una disminucién del Colesterol-HDL (p=0.383).

Lo anterior no debe ser sorprendente, puestoc que en la obesidad, es
donde se concentra el mayor nimero de componentes del Sindrome

Metabdlico.
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6.3.10 VARIABLES METAB()!.ICAS PARA EL GRUPO TOTAL DE
MAPUCHES SEGUN GENOTIPO FABP-2

Variable Ala/Ala Ala/Tre Tre/Tre
(n=53) (n=49) (n=11)
Glicemia {mg/dL) 72,1426 97.5475.4 67.9+10.6
TG (mg/dL) 124.2+66.9 135.74+93.8 87.9+27.5
PS (mm Hg) 124.9+24.9 124.9+21.9 128.4+16.4
PD {(mmHg) 72.5+14.3 73.2+11.7 77.9413.5
Col-HDL (mg/dL) 65.8+63.2 54.1432.5 61,64-31.4
Leptina (ng/mL) 15.4+7.4 13.3+8.7 16.949.2
HOMA 2.0+1.7 2.5+3.7 2.1£2.5
1.3 (0.1-6.3) 1.3 (0.2-16.5) 0.8 (0.2-8.1)
Insulina 11,7410 9.1+6.8 11.6+12.3
(pUI/mL ) 9 (1.1-42) 7.5 (1.6-32) 5(1.2-38)

Tabla 19: Variables metabdlicas encontradas para el grupo total de Mapuches
clasificadas segiin genotipo FABP-2.

ta Tabla 19 muestra las variables metabdiicas en el grupo total de
Mapuches diferenciado por genotipo.

La informacién mas relevante que se extrae de ia tabla, es un aumento
de glicemia y TG en el grupo heterocigote y un aumento de la Presién Sistdlica
en los homocigotos treonina. El resto de los valores es bastante homogéneo
para los tres grupos.

Se pueden complementar estos resultados con los de la Tabla 20,

donde se ve la distribucidn por sexo de este mismo grupo.
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6.3.11 VARIABLES METABOLICAS SEGUN GENOTIPO FABP-2
Y SEXO EN MAPUCHES

Variable | HOMBRE | MUJER | HOMBRE | MUJER | HOMBRE | MUJER
A/A A/A A/T AT /T T/T
(N=11) | (N=42) | (n=17) | (N=32) (N=2) | (N=9)
Glicemia | 78%43.2 | 71£19.7 | 101%83.9 | 95+71.8 | 62+2.8 | 69+1il.4
(mg/dL)
Te 117.4484.6 | 125.6162.6 | 117.8+132.4 | 113.3%55.4 | 109.0446.7 | 83.2423.2 |
(mg/dL)
PSTmmAg) | 120.3118.0 | 193.7126.5 | 122.4221.4 | 126.3422.3 | 123+19.8 | 129.6116.6
PD(MmHE) | ) 41131 | 72.0414.7 | 74.4111.0 | 72.5+11.8 | 73+12.7 | 79+14.2
Col-HDL |50.89+17.22| 56.1231.2 | 45.7£15.4 | 58.7438.1 | 62.5435.0 | 61.4+35.0
(mg/dL)
Leptina | 7.165.2 | 17.626.3 | 7.4%44.9 | 16.4%8.7 | 15.3318.2 | 17.3%7.9
(ng/mL)
HOMA 2+1.9 2+1.7 2+3.9 3+3.8 2313.2 2.0+2.5
1.0 (0.1-6) 1.4 (0.2-6.3) | 1.3 (0.4-16.5) | 1.3 (0.2-6.5) | 2.5 {0.2-48) | 0.8 {0.4-8.1)
Insulina 11.5+12.4 11.7+9.5 8.0+5.9 9.7+7.3 15.6+20.4 10.8+11.5
(pUI/mL ) 7.5 (1.1-42) 9.2 {(1.2-42) 5.4 (1.8-18} 7.8 (1.6-32) {15.6 (1.2-30) | 5(1.9-38)

Tabla 20: Variables metabélicas encontradas en Mapuches, agrupadas por sexo
¥y genotipo FABP-2.

En la Tabla 20 se pueden ver las variables metabdlicas en poblacién

Mapuche distribuidas por genotipo y sexo.

Esta tabla muestra pocas diferencias entre individuos del mismo sexo. Al

comparar entre hombres de los tres genotipos, se ven valores muy distintos en

Glicemia (el valor mds alto lo tienen los heterocigotos) y Colesterol-HDL.

Hombres Tre/Tre tienen el valor mas alto de Leptina, HOMA e Insulina, sin

observarse significancia estadistica dada la amplitud de la desviacién estandar.

En cuanto a las mujeres, hay un ligero aumento de HTA en Mapuches
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portadoras del alelo Tre. Mujeres Ala/Tre son, al igual que los hombres de ese
mismo grupo, las que tienen el mas alto valor de Glicemia y las mujeres

Tre/Tre el menor valor de TG.
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7. DISCUSION

En el estudio de la proteina FABP-2 y sus variantes genéticas, es la
sustitucién Ala54Tre la mas conocida. Esta sustitucién ha sido estudiada en
distintas poblaciones del mundo y se han encontrado diversas asociaciones con
diferentes componentes del Sindrome Metabdlico, en algunos casos positivas y
en otros negativas. Asi también se han observado variaciones en su frecuencia,
siendo un 30% el ndmero en que se encuentra esta sustitucién en mayor
cantidad de poblaciones. Es importante notar que en pobiaciones que estin
emparentadas, estos porcentajes y asociaciones son similares.

En este estudio, las frecuencias encontradas para la presencia del alelo
treonina (que reemplaza a alanina) fueron 0.18 para Aymaras y 0.31 para
Mapuches. De estos datos el encontrado para Aymaras es muy sorprendente,
puesto que se aleja mucho del valor que es habitualmente encontrado. Atn
mas, la presencia del homocigoto Tre/Tre nos revela un dato mdas increible,
puesto que la frecuencia en la que aparece (0.02) es la mads baja de todas las
que han sido reportadas a la fecha. En cambio en el grupo Mapuche se
mantiene en el rango esperado del 30% para el alelo treonina.

Segin los resultados obtenidos en este estudio, es posible sacar algunas
conclusiones y también hacer algunas comparaciones respecto a los muchos
estudios poblacionales que se han hecho en el mundo respecto a este
polimorfismo. Es importante sefialar que ambas poblaciones estén en equilibrio

de Hardy-Weinberg.
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En este estudio no se encontré una asociacién clara entre las medidas
antropométricas y la presencia del alelo treonina. Sin embargo, se observé una
leve tendencia al aumento del IMC en mujeres portadoras del alelo treonina.
También se observd que la obesidad es mayor en el grupo mapuche (51%)
gue en aymaras (36%) y que ambas poblaciones tienen severos problemas de
sobrepeso y obesidad y que el ICC presenté niveles peligrosos en mujeres de
ambas etnias, pues fue mayor que 0.8.

La no asociacién entre estas variables y el genotipo, contrasta con lo
encontrado, por ejemplo, en aborigenes canadienses®’, en los cuales se
encontré una clara asociacién entre el genotipo y el IMC y porcentaje de grasa
corporal.

En Aymaras se observan leves aumentos en TG y en HTA al estar
presente el alelo treonina.

En Mapuches se observa algo similar, con la diferencia que los valores
mas altos de Glicemia y TG se encuentran en los heterocigotos, encontréndose
aumentada la HTA en los homocigotos Tre.

En otros estudios se ha visto que ante la sustitucion Ala54Tre, el nivel de
TG aumenta en aborigenes canadienses® y en poblacién indigena de México®®.
Glicemia se vio disminuida en poblacion obesa de Finlandia®>. HTA disminuye
en poblacién japonesa®®.

Finalmente, no se ven diferencias en los niveles de Insulina, por lo que
tampoco se podria relacionar a Ala54Tre con diabetes en ninguna de las dos

pobiaciones aqui estudiadas.
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Esto coincide con estudios en poblacién inglesa®®, japoneses®, poblacién
aborigen canadiense®'y poblacién afroamericana®s.

Hay un dato que preocupa y es que en la poblacidn mapuche los niveles
de obesidad y diabetes han aumentado, lo que reflejaria cambios alimenticios y
en el estilo de vida, tales como el sedentarismo y la sobreingesta, propios de la
vida occidentalizada de la actual civilizacién. Sin embargo, estos valores de
diabetes siguen estando por debajo respecto a la mayoria de la poblacién
chilena.

Las conclusiones obtenidas por este estudio, si bien no son definitivas,
debido al bajo nimero de individuos incluidos (100 aymaras y 113 mapuches),
deben considerarse como una aproximaciéon dado que la tendencia observada
puede servir para acercarnos al conocimiento de estas poblaciones aborigenes
que participaron en €l origen de ia poblacidén chilena.

Hasta el dia de hoy se mantienen como etnias claramente diferenciables
que por afios han mantenido un patrén de morbilidad de enfermedades
crénicas distinto al de la poblacion mixta de Chile, y que sin embargo han
comenzado a presentar paulatinamente un cambio en las cifras de prevalencia

de ciertas enfermedades.
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