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Resumen. El objetivo de este estudio fue determinar la asociacioén entre
el polimorfismo Gly482Ser del gen PGC-1 con resistencia a la insulina y la
diabetes mellitus tipo 2 en individuos de la ciudad de Maracaibo. Se estudia-
ron 64 individuos no diabético (36 sin resistencia a la insulina, 28 resistentes
a la insulina) y 13 diabéticos tipo 2. Se realizé una historia clinica nutricional
que incluy6 la evaluacion de parametros antropométricos. Se midieron los ni-
veles de glicemia e insulina basal, colesterol total, HDL-C y LDL-C. El polimor-
fismo Gly482Ser fue detectado empleando la reaccion en cadena de la polime-
rasa y polimorfismo de restriccion de fragmentos largos. Se encontré que las
frecuencias alélicas para Ay G resultaron 0,36 y 0,64 respectivamente. La po-
blacion se encontr6 en equilibrio genético de Hardy Weinberg. Al asociar los
genotipos del polimorfismo Gly482Ser con la resistencia a la insulina y la dia-
betes mellitus tipo 2, no se encontrd asociacion estadistica significativa
(OR=1,320, p=0,74; OR=2, p=0,47 respectivamente). Sin embargo, los indi-
viduos diabéticos con genotipo AA presentaron valores de LDL-C mas elevados
(p<0,05) que los individuos con el genotipo GG y GA. Los diabéticos con el
genotipo GA mostraron concentraciones significativamente elevadas de trigli-
céridos (>150 mg/dL) comparados con los del genotipo GG. De acuerdo a los
resultados obtenidos, el polimorfismo Gly482Ser del gen PGC-1 podria contri-
buir al riesgo cardiovascular en los individuos diabéticos tipo 2, mientras que

Autor de correspondencia: Mariana Zambrano. Catedra de Bioquimica Clinica, Escuela de Bioandlisis, Facul-
tad de Medicina, Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela. Teléfono: 0261-7597235. Correo electrénico:
marines2122@yahoo.com




2806

Zambrano y col.

en los individuos resistentes a la insulina este polimorfismo no estuvo asocia-

do a factores de riesgo cardiovascular.

Gly482Ser polymorphism of the coactivator-1o of the activated
receptor of peroxisome y proliferation in individuals from

Maracaibo, Venezuela.
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Abstract. The aim of this study was to determine the association of the
Gly482Ser polymorphism of the PGC-1 gene with insulin resistance and type
2 diabetes mellitus in subjects from the city of Maracaibo. The study was per-
formed on 64 no-diabetic subjects (36 without insulin resistance and 28 with
insulin resistance) and 13 with type 2 diabetes. A clinical and nutritional his-
tory was carried out and the evaluation of anthropometric parameters was in-
cluded. Fasting serum glucose, fasting serum insulin, total cholesterol, HDL-C
and LDL-C, were measured. The Gly482Ser polymorphism was detected by
PCR-RFLP. It was found that the allelic frequencies for A and G were 0.36 and
0.64, respectively. The population was found in genetic equilibrium of Hardy
Weinberg. The genotypes of the polymorphism Gly482Ser were not associated
with insulin resistance and type 2 diabetes mellitus (OR=1.320, p=0.74; OR
= 2, p=0.47 respectively). Nevertheless, the diabetic subjects with the geno-
type AA presented values of LDL-C higher (p<0.05) than the individuals with
the genotypes GG and GA. The diabetics with the genotype GA showed signifi-
cantly higher concentrations of triglycerides (>150 mg/dL) compared with
the genotype GG. According to the results, the polymorphism Gly482Ser of
the PGC-1 gene would be able to contribute to the cardiovascular risk in type
2 diabetics, while in the insulin resistant individuals, this polymorphism was

not associated with cardiovascular risk factors.
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INTRODUCCION

La Resistencia a la insulina (RI) tiene
una gran relevancia en la salud publica
mundial, sélo en los Estados Unidos se esti-
ma que hay mas de 60 millones de indivi-
duos con resistencia a la insulina (1), esto
aunado al hecho de ser considerada un fac-
tor que precede y predice el desarrollo de
trastornos comunes tales como la diabetes
mellitus tipo 2, la hipertension y la ateroes-
clerosis (2, 3).

Existen evidencias que indican que la
etiologia de la RI viene dada por la existen-
cia de factores ambientales y genéticos.
Dentro de los factores ambientales, una de
las causas mas frecuentes podria ser la obe-
sidad, especialmente la obesidad central y
el sedentarismo. Se ha descrito que los fac-
tores genéticos tiene una alta heredabilidad
a través de un patrén de caracter poligéni-
co. De alli, que se han analizado genes can-
didatos y polimorfismos asociados a RI, en-
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tre ellos el polimorfismo Gly482Ser del gen
coactivador- la del receptor activado de
proliferacion de los peroxisomas y (PGC-1)
(4, 5). Este gen es un co-activador trans-
cripcional involucrado en la regulacion de
muchos aspectos del metabolismo energéti-
co celular, entre ellos, la termogénesis
adaptativa, la biogénesis mitocondrial, la
beta oxidacion de los acidos grasos, la glu-
coneogénesis hepatica, el metabolismo de
la glucosa y de los lipidos asi como la acti-
vacion de los receptores activados de proli-
feracion de los peroxisomas (PPARs) (5-8).

El gen PGC-1 se encuentra localizado
en la regiéon cromosoémica 4p15.1, tiene un
tamano de 67 Kb, contiene 13 exones y se
expresa en tejidos como: higado, corazoén,
rinén, muasculo esquelético, tejido adiposo,
pancreas y cerebro (9).

Numerosos estudios a nivel mundial
han asociado el polimorfismo Gly482Ser del
gen PGC-1 con alteraciones de la oxidacion
de los acidos grasos, obesidad, resistencia a
la insulina, alto riesgo para diabetes melli-
tus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares
(4,7, 10-15).

El objetivo de este estudio fue determi-
nar la asociacion entre el polimorfismo
Gly482Ser del gen PGC-1 con resistencia a
la insulina y diabetes mellitus tipo 2 en in-
dividuos de la ciudad de Maracaibo.

PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 36 individuos no resis-
tentes a la insulina y 28 resistentes a la in-
sulina, no consanguineos, con edades com-
prendidas entre los 22-60 afos quienes de-
bian cumplir con el requisito de haber naci-
do en la ciudad de Maracaibo, no presentar
enfermedad diagnosticada, ni con medica-
cion que alterara el metabolismo de la glu-
cosa o de los lipidos. La presencia de resis-
tencia a la insulina se determiné por
HOMA-IR empleando la férmula del modelo
homeostatico propuesto por Matthews y

col. (16). Tomando como valores de refe-
rencia >2,34 para hombres y >2,17 para
las mujeres, valores calculados en base a los
resultados de Fernandez y col. (17). Ade-
mas, se incluyeron 13 individuos con diag-
néstico de diabetes tipo 2, tratados con die-
ta, hipoglicemiantes orales y/o metformina.
Todos los participantes en el estudio firma-
ron su consentimiento a participar luego de
explicarles la naturaleza del mismo. El pro-
tocolo de esta investigacion fue aprobado
por el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Clinica “Dr. Américo Ne-
grette”, Maracaibo, Venezuela.

A cada sujeto se le realizé una historia
clinica, donde se obtuvo la informacién so-
bre sus habitos tabaquico y alcohélico, histo-
ria de enfermedad crénica, medicacion, an-
tecedentes familiares de enfermedad cardio-
vascular y diabetes mellitus tipo 2. Se midie-
ron los pardmetros antropométricos tales
como peso (Kg), talla (cm), y circunferencia
de cintura (cm) a la altura del ombligo. Se
calcul6 el indice de masa corporal (IMC)
empleando la férmula de Quetelet (Kg/m?).

La presion arterial (Korotkoff 5Sta
fase), se midi6 empleando un esfingomano-
metro de mercurio estandar, en el brazo de-
recho, en posicién sentada, realizando 3
mediciones con un intervalo de 1 minuto,
obteniendo un promedio de ellas.

A cada individuo, después de 10 a 12
horas de ayuno, se le extrajo la muestra de
sangre venosa y se centrifugd a 3000 rpm
por 15 minutos para obtener el suero. Se
determinaron los niveles séricos de glice-
mia por el método de glucosa oxidasa; co-
lesterol total, triglicéridos, colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) por
métodos enzimaticos (Human), insulina por
radioinmunoensayo usando un kit Coat-A-
count Insulin (DPC). Se calculé LDL-C em-
pleando la férmula de Friedewald (18).

Tanto a los individuos con resistencia a
la insulina y sin resistencia, se les realizé la
curva de la tolerancia a la glucosa y se les
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midieron los niveles de insulina a los tiem-
pos 0, 30, 60, 90, 120 minutos para deter-
minar si eran intolerantes a la glucosa. A
los individuos diabéticos se les determind
glicemia pre y post-prandial, después de un
desayuno que contenia 10,7 gramos de gra-
sa, 12,1 gramos de proteina, 50 gramos de
carbohidratos y 3,8 gramos de fibra dietéti-
ca, ademas se les determiné hemoglobina
glicosilada (HbA1C) por el método de inmu-
noaglutinacion latex por DCA (Simens, Ca-
nadd) y microalbuminuria en la primera ori-
na de la manana. A todos los individuos se
les realiz6 una hematologia completa y se
excluyeron los sujetos con alguna alteracion
hematoldgica o alguna infeccion aguda.

Anilisis genético

Para el analisis molecular se aislo el
ADN genémico a partir de leucocitos de
sangre periférica por la técnica combinada
derivada del método fenol-sevag (19) e inor-
ganico (20). Se emple6 la téenica de RCP
como se describe a continuacién: a partir de
100 ng de ADN se adicion6 20 ul. de mezcla
de reaccién constituida por 2,5ul. de Buffer
Taq (10X), 1 ul. de cada iniciador (10uM)
5- TAAAGATGTCTCCTCTGATT- 3’ y 5’
GGAGACACATTGAACAATGAATAGGATTG-
3’, 0,5ul. de desoxinucledtido (10uM), 1,5
uL de Cloruro de magnesio (25mM), 0,5 uL
de Taq polimerasa (5 U/ul) y 13 ul de
agua ultra pura. Se utiliz6 un termociclador
Perkin Elmer modelo Gene Amp PCR
system. La RCP se realiz6 con el siguiente
programa: desnaturalizacion corta de 94°C
por 30 segundos, alincamiento de los inicia-
dores a 56°C, extension de 72°C por 2 mi-
nutos en un total de 40 ciclos. El programa
fue precedido por una desnaturalizacién
prolongada a 94°C por 8 minutos y una ex-
tension final de 72°C por 10 minutos. El ta-
maiio del fragmento obtenido correspondid
a 453 pares de base (pb).

El producto amplificado se sometié a
digestion enzimatica con la enzima de res-

triccion Hpall, separandose posteriormente
por electroforesis horizontal en gel de aga-
rosa al 2% en buffer Tris-EDTA-Borato 1x.
Se utilizé6 como marcador de peso molecu-
lar $174 digerido con Hae III. El gel se colo-
re6 con una soluciéon de 5mg/mL de bro-
muro de etidio y se visualiz6é en un transilu-
minador con luz ultravioleta (Hoefer Mod.
UVTM-25).

Se asignoé el genotipo homocigoto AA
(453 pb/453 pb) cuando en ambos cromo-
somas no hubo corte con la enzima de res-
triccion, genotipo GG (240+213pb/240+
213pb) cuando en ambos cromosomas se
evidenci6 corte con la enzima, el genotipo
GA (240+213 pb/453 pb) fue asignado
cuando en un cromosoma se observé corte
y en el otro ausencia de corte con la enzima
utilizada.

Anilisis estadistico

Con base a las frecuencias genotipicas
se estimaron las frecuencias alélicas, y se
determiné el ajuste al equilibrio genético
de Hardy Weinberg utilizando el estadistico
Ji cuadrado. Se calcul6 el estadistico Odds
ratio (OR) para determinar la asociacion de
los genotipos del polimorfismo con la resis-
tencia a la insulina y diabetes mellitus tipo
2. Para evaluar la asociacion entre el poli-
morfismo Gly482Ser, las caracteristicas
bioquimicas y la presion arterial se empled
el analisis de la varianza (ANOVA). Todos
los analisis fueron realizados utilizando el
paquete estadistico SAS (Statistical Analy-
sis System), version 9,0 del SAS Institute,
NC, USA. El valor de p<0,05 fue usado para
determinar diferencias estadisticas signifi-
cativas.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y bioquimi-
cas de los individuos estudiados se mues-
tran en la Tabla 1. En los individuos RI se
observaron valores significativamente mayo-
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; ) TA’BLAI
CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS
No resistentes Resistentes Diabéticos AB  AC BC
a la insulina a la Insulina (©)
A) (B)
Sexo M/F 12/24 15/13 8/5
Edad 38,66 = 10,91 35,00 £ 9,76 51,61 + 8,15
IMC (Kg/m?) 28,68 + 4,35 34,06 = 7,24 37,17 = 22,11
CC (cm) 95,84 =231 108,47 +2,62 106,90 = 1,86
Glicemia basal (mg/dL) 73,11 = 4,30 77,71 = 4,88 139,30 = 7,1
Insulina basal wUl/mL 7,84 + 1,31 19,23 + 1.49 15,16 = 2,1
HOMA-IR 1,41 £ 0,38 3,83 = 0,43 4,84 + 0,64
Triglicéridos(mg/dL) 116,80 + 13,43 103,28 =522 198,38 + 22,35
Colesterol (mg/dL) 148,33 £ 548 150,14 + 622 167,23 + 9,13
HDL-C (mg/dL) 40,77 + 1,62 36,82 + 1,84 30,53 = 2,70
LDL-C (mg/dL) 85,77 = 3,92 92,03 = 4,44 99,00 = 6,52
PAD (mmllg) 82,52 + 1,87 84,92 + 2,12 87,23 + 3,11
PAS (mmllg) 123,58 = 2,46 12021 +2,79 12923 + 4,10

*p<0,05 ** p<0,001 los resultados se expresan en media *+ desviacion estandar.
PAS: Presion arterial sistdlica.

PAD: Presion arterial diastdlica.

res de IMC, circunferencia de cintura, insu-
lina basal y HOMA-IR comparados con los
sujetos no resistentes a la insulina. Ninguno
de los individuos RI y no resistentes a la in-
sulina presentaron intolerancia a la gluco-
sa. Tanto los individuos RI como los diabéti-
cos tipo 2 eran obesos de acuerdo a la clasi-
ficacion de la OMS (21). En los diabéticos
tipo 2, se observaron valores significativa-
mente mayores de IMC, circunferencia de
cintura, glicemia basal, HOMA-IR, triglicéri-
dos y valores significativamente (p<0,05)
menores de HDL-C, comparados con los in-
dividuos no resistentes a la insulina. Los
diabéticos tipo 2 presentaron hiperglicemia
e hipertrigliceridemia al momento del estu-
dio. La HbA1C se encontr6 dentro de los va-
lores establecidos por la Asociacion Ameri-
cana de Diabetes (<7%) (22), s6lo en el
41,6%, y la microalbuminuria fue < 20
mg/L en el 66,6%. Los valores de HbA1C se
asociaron positiva y significativamente

CC: Circunferencia de cintura.

(p<0,04) con los niveles de triglicéridos.
Los tres grupos estudiados tenian una me-
dia de edad significativamente (p<0,001)
diferente, observandose resistencia a la in-
sulina en el grupo con menor edad, en pre-
sencia de obesidad.

La distribucion genotipica del polimor-
fismo Gly482Ser en la poblacion total anali-
zada fue 38,96% para el genotipo GG,
50,65% para GA 'y 10,39% para AA. Las fre-
cuencia del alelo G y A fueron 0,64 y 0,36
respectivamente. La poblacion se encontrd
en equilibrio genético de Hardy Weinberg
(datos no mostrados).

De acuerdo al indice de riesgo (OR) no
se observo asociacion entre el polimorfismo
Gly482Ser y el riesgo a desarrollar resisten-
cia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2 al
realizar el modelo recesivo (AA vs GA+ GQG)
y el modelo dominante (GG vs GA + AA).
(ver Tabla II y Tabla III respectivamente).
En los sujetos RI y no resistentes a la insuli-
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TABLA 11
DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO Gly482Ser DEL GEN PGC-1 EN LOS GRUPOS
ANALIZADOS EMPLEANDO UN MODELO RECESIVO

Genotipo No RI RI Diabéticos tipo 2 OR 1C P
n= 36 n=28 n=13
AA 3(8,33%) 3 (10,72%) 1 (15,38%) 1,32 (0,245-7,101)! 0,741

GA 17 (47,22%) 15 (53,57%)
GG 16 (44,45%) 10 (35,71%)

7 (53,85%)
4 (30,77%)

0 (0,295-13,6)2 0,472
2

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza (95%) empleando el modelo recesivo (AA vs GA + GG).
RI: Resistencia a la insulina. 1: Resistentes a la insulina vs No RI.  2: Diabéticos vs No RI.

TABLA III
DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO Gly482Ser DEL GEN PGC-1 EN LOS GRUPOS
ANALIZADOS EMPLEANDO UN MODELO DOMINANTE

Genotipo No RI RI Diabéticos tipo 2 OR IC P
n= 36 n=28 n=13
AA 3(8,33%) 3 (10,72%) 1 (15,38%) 0,694  (0,252-1,916)!  0,4813!
GA 17 (47,22%) 15 (53,57%) 7 (53,85%) 0,556 (0,144-2,141)2  0,3932

GG 16 (44,45%) 10 (35,71%)

4 (30,77%)

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza (95%) empleando el modelo Dominante (GG vs GA + AA).
RI: Resistencia a la insulina. 1: Resistentes a la insulina ©s No RI.  2: Diabéticos vs No RI.

na, no se encontraron asociaciones entre
las caracteristicas clinicas y bioquimicas y
los genotipos del polimorfismo Gly482Ser
(Tabla 1V).

En los individuos diabéticos tipo 2, se
observaron diferencias significativas entre
los genotipos del polimorfismo Gly482Ser y
los niveles del LDL-C y triglicéridos. Asi, los
individuos con el genotipo AA, presentaron
valores de LDL-C significativamente mas al-
tos (p<0,05) comparados con los indivi-
duos diabéticos con genotipos GG y GA. En
relacion a los triglicéridos, los individuos
con el genotipo GA presentaron niveles sig-
nificativamente (p<0,006) elevados (>150
mg/dL), comparados con los individuos con
el genotipo GG y AA (Tabla IV). Después de
ajustar por edad, edad y sexo, edad, sexo ¢
IMC estos resultados no se modificaron. Si-
milar tendencia fue observada en los grupos
no resistentes a la insulina y resistente a la
insulina (datos no mostrados).

DISCUSION

La distribucién genotipica del polimor-
fismo Gly482Ser en la poblacién de la ciu-
dad de Maracaibo, se caracterizé por pre-
sentar con mayor frecuencia el genotipo
GA, seguido por el genotipo GG y por ulti-
mo el AA similar a lo reportado por Ambye
y col. (13), difiriendo de lo reportado por
Kunef y col. (7), donde el genotipo mas fre-
cuente fue el GG seguido del GA y por lti-
mo el genotipo AA.

En el presente estudio no se encontré
asociacion estadistica significativa entre el
polimorfismo Gly482Ser con el riesgo para
RI y diabetes tipo 2, similar a lo reportado
por otros investigadores (13, 23-24, 26),
quienes no encontraron asociacién entre el
polimorfismo Gly482Ser y resistencia a la
insulina y diabetes mellitus tipo 2, contra-
rio a lo observado en estudios llevados a
cabo por Fanelli y col. (4), Kunej y col. (7),
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Hara y col. (25), Ek y col. (27), Andersen y
col. (11). El efecto variable del polimorfis-
mo Gly 482 Ser en el riesgo a diabetes me-
llitus y parametros bioquimicos relaciona-
dos, entre los resultados reportados en dife-
rentes poblaciones y la nuestra, pueden ex-
plicarse por la presencia de otras variantes
funcionales en desequilibrio de ligamiento
con este polimorfismo. Otras posibles expli-
caciones de esta heterogencidad es la com-
pleja variabilidad genética de las poblacio-
nes estudiadas, la interaccién gen-gen y
gen-ambiente (14, 28, 29), diferencias en
las caracteristicas de los sujetos estudiados,
y el tamariio de la muestra (8).

En los individuos diabéticos tipo 2, con
resistencia a la insulina severa, se encontra-
ron diferencias significativas entre los geno-
tipos del polimorfismo y los valores séricos
de LDL-C y triglicéridos. Se ha demostrado
que los individuos con resistencia a la insu-
lina tienen reducida la expresion del gen
PGC-1 en tejido adiposo, comparado con in-
dividuos sensibles a la insulina (30), sugi-
riendo que el gen PGC-1 juega un papel im-
portante en la homeostasis de los lipidos.
Ademis, en individuos con resistencia a la
insulina y diabetes mellitus tipo 2, se incre-
menta la secreciéon hepatica de las VLDL-C
produciendo aumento de IDL-C y de las par-
ticulas de LDL-C. Por otra parte, en pacien-
tes diabéticos las particulas de LDL son gli-
cosiladas con mayor frecuencia originando
su oxidacion, elevando el potencial aterogé-
nico de la dislipoproteinemias (31).

Por otra parte, los sujetos diabéticos
tipo 2 presentaron niveles elevados de
HbA1C que se asocié significativamente
con los niveles de triglicéridos. De acuerdo
a estos resultados, existe un efecto combi-
nado de los factores genéticos y ambienta-
les sobre los niveles de triglicéridos similar
a lo reportado por Rizzo y col. (32).

La hipertrigliceridemia, bajos niveles
plasmaticos de HDL-C ¢ incremento de par-
ticulas de LDL son anormalidades frecuen-

tes en individuos con resistencia a la insuli-
na y diabetes mellitus tipo 2, asociadas con
incremento en la mortalidad cardiovascular
(33).

De acuerdo a los resultados obtenidos,
se concluye que el polimorfismo Gly482Ser
del gen PGC-1 podria contribuir al riego
cardiovascular en los individuos diabéticos
tipo 2, mientras que en los individuos resis-
tentes a la insulina, este polimorfismo no
estuvo asociado a factores de riesgo cardio-
vascular.
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