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RESUMEN

El sindrome metabolico (SM) es una entidad poligénica y multifactorial, en creciente
prevalencia, caracterizada por una constelacion de factores de riesgo de origen
metabolico estrechamente asociados a la resistencia a la insulina, entre los que destaca
la obesidad abdominal. Numerosas evidencias clinicas y experimentales indican que el
sindrome metabolico constituye un factor de riesgo significativo para el desarrollo de
diabetes de tipo 2 y enfermedad cardiovascular isquémica, y que se encuentra asociado
a un estado inflamatorio subclinico generalizado. En el presente trabajo investigamos la
asociacion del polimorfismo Asp299Gly de TLR4, un receptor de membrana
componente clave de la respuesta inmune innata, con el sindrome metabodlico y sus
diferentes variables metabdlicas y antropométricas. Se estudiaron 300 muestras de
ADN provenientes de donantes de sangre voluntarios en los cuales se definio la
prevalencia de sindrome metabolico de acuerdo al criterio de ATPIII e IDF. El
polimorfismo Asp299Gly fue estudiado por la técnica PCR-RFLP. La prevalencia de
sindrome metabdlico hallada en esta poblacion fue de 29,7% segiin ATPIII y 40%
segiin IDF. El polimorfismo 299Gly se encontrd asociado a una menor insulinemia de
ayunas (P = 0,0064) y mayor insulinosensibilidad (P = 0,012), no obstante no estuvo
significativamente asociado al sindrome metabdlico ni a ninguna de sus diferentes
variables. Por otro lado, el polimorfismo 299Asp estuvo asociado a resistencia a
insulina (coef. 0,69 £+ 0,22, F = 9,77), que a su vez se correlacion6 con trigliceridemia
(coef. 0,004 £ 0,001, F = 11,45) y diametro de cintura (coef. 0,039 + 0,006, F = 38,76).
La prevalencia de SM arroj6 un resultado similar a otros trabajos publicados. Podemos
concluir que el polimorfismo 299Gly presentaria un posible rol protector para el
desarrollo de sindrome metabdlico por estar asociado a una mayor insulinosensibilidad,
por el contrario, el alelo 299Asp presentaria un posible rol de susceptibilidad para el
desarrollo de sindrome metabdlico por estar asociado a resistencia a la insulina. El
analisis de polimorfismos en genes candidatos representa un importante aporte para el
conocimiento fisiopatologico de estas entidades poligénicas, su prevencion y abre una

importante posibilidad de mejorar la terapéutica en forma personalizada.



ABSTRACT

The metabolic syndrome (MS) is a multifactorial polygenic entity, in growing
prevalence, characterized by a constellation of risk factors of metabolic origin closely
related to insulin resistance, from which abdominal obesity is emphasized. Several
clinical and experimental evidences indicate that metabolic syndrome is a significant
risk factor for the development of type 2 diabetes and ischemic cardiovascular disease.
Also, it is associated to a generalized subclinic inflammatory state as a component of
the innate immune response. In this work, we investigated a key transmembrane
receptor component of the innate immune response, particularly the association of the
Asp299Gly TLR4 polymorphism with metabolic syndrome and its different
anthropometric and metabolic variables. We studied 300 DNA samples come from
voluntary blood donors in which the prevalence of metabolic syndrome according to
ATPIII and IDF was defined. Asp299Gly polymorphism was studied by PCR-RFLP.
The prevalence of metabolic syndrome in this population was 29.7% according to
ATPIII and 40% according to IDF. On the one hand, 299Gly polymorphism was
associated to a lower fasting insulin (P = 0.0064) and a higher insulin sensitivity (P =
0.012). However, it was not significantly related to neither metabolic syndrome nor
their individual variables. On the other hand, 299Asp polymorphism was associated to
insulin resistance (coef. 0.69 + 0.22, F = 9.77), which was correlated to triglyceridemia
(coef. 0.004 = 0.001, F = 11.45) and waist circumference (coef. 0.039 £+ 0.006, F =
38.76). The prevalence of MS threw a similar result to other published works. We can
conclude that 299Gly polymorphism could present a possible protective role for
development of metabolic syndrome for it association to higher insulin sensitivity; on
the contrary, 299Asp allele could present a possible role of susceptibility for
development of metabolic syndrome due to it association with insulin resistance. The
analysis of polymorphisms in candidate genes represents an important contribution for
the physiologic knowledge of these polygenic entities, its prevention and opens an

important possibility to improve the therapeutic in personalized form.



INTRODUCCION

Concepto de Sindrome Metabélico

El sindrome metabolico, también conocido como sindrome X o sindrome de
resistencia a la insulina (Chew et al., 2006), es una entidad heterogénea, poligénica y
multifactorial, caracterizada por una constelacion de factores de riesgo de origen
metabolico (Grundy, 1999), estrechamente asociados a la resistencia a la insulina, y que
comprenden, entre los mas importantes, obesidad central, dislipidemia
(hipertrigliceridemia y/o descenso del colesterol de HDL (High Density Lipoprotein,
lipoproteina de alta densidad), hipertension arterial e hiperglucemia, seglin los criterios
diagnosticos del NCEP/ATP Il (Adult Treatment Panel IlI of the National Cholesterol
Education Program,2001).

La obesidad abdominal, que se presenta clinicamente como una circunferencia de
cintura aumentada y cuya prevalencia mundial se incrementa dramaticamente, es la
forma de obesidad mas relacionada al sindrome metabdlico, que contribuye en forma
significativa al empeoramiento del conjunto de complicaciones metabdlicas derivadas
del mismo. En un estado de exceso de tejido adiposo dichas variables metabdlicas son
potenciadas debido a la liberacion al torrente sanguineo de diferentes moléculas por
parte de los adipocitos, ademas productos metabdlicos como los acidos grasos libres
(Misra & Vikram, 2003; Grundy et al., 2004; Shi, 2006) que, en un fenémeno conocido
como “lipotoxicidad” son depositados en otros o6rganos alterando su funcion, como es el
caso del higado, los musculos y el pancreas (Gregor & Hotamisligil, 2007).

Han sido descritas dos formas corporales de obesidad: inferior o ginecoide y superior
o androide. En individuos de sexo masculino la reserva adiposa es preferentemente
intraabdominal en todas las edades, mientras que el deposito de tejido adiposo
abdominal subcutaneo tiende a disminuir después de los 50 afios de edad; en cambio, en
las mujeres predomina la acumulacion de tejido adiposo abdominal subcutaneo durante
la juventud pero posteriormente prevalece la acumulacion de tejido adiposo
intraabdominal. Varios factores, pero principalmente el declive en las hormonas
sexuales, influyen en el aumento de tejido adiposo intraabdominal respecto al

subcutaneo (Misra & Vikram, 2003).



Uno de los métodos antropométricos utilizados actualmente para evaluar la obesidad
regional es la medicion de circunferencias corporales, que, si bien son estimadores
imperfectos por incluir otros tejidos ademas del adiposo, no obstante son mediciones
econdmicas y faciles de realizar; asi también, son utiles en la practica clinica y en
estudios epidemioldgicos debido a su marcada correlacion con los puntos de corte de
variables metabolicas y cardiovasculares (Misra & Vikram, 2003). Por ultimo, aunque
no menos importante, la medicion del diametro de la cintura resulta mas confiable que
el indice de masa corporal (IMC), ya que individuos con el mismo IMC pueden
presentar localizaciones muy diferentes de tejido adiposo (Wisse, 2004).

La dislipidemia comprende hipertrigliceridemia y descenso del colesterol de HDL
que se manifiestan en analisis lipoproteicos de rutina y resultan aterogénicos (Grundy et
al.,2004).

Los triglicéridos son sintetizados en el Reticulo Endoplasimco (RE) como respuesta a
una acumulacion celular de 4cidos grasos provenientes de la dieta. Los triglicéridos,
junto con el colesterol, son acumulados en lipoproteinas, estructuras esféricas rodeadas
por una monocapa de fosfolipidos asociados a proteinas (Gregor & Hotamisligil, 2007).
En un estado de resistencia a insulina no se produce la inhibicion de la actividad de la
lipasa hormona sensible, por lo que aumentan las concentraciones plasmaticas de acidos
grasos libres que actiian como sustrato para la sintesis hepatica de triglicéridos, ademas
de inhibir la lipdlisis de lipoproteinas como VLDL (Very Low Density Lipoprotein,
lipoproteina de muy baja densidad) imipdiendo de esta manera que disminuya su
concentracion plasmatica (Ruan & Lodish, 2003).

Con la acumulacion de LDL (Low Density Lipoprotein, lipoproteina de baja densidad)
y macrofagos en la tinica intima arterial comienza el proceso de formacion de una placa
aterosclerotica. En el espacio subendotelial las particulas de LDL son oxidadas y
fagocitadas por los macrofagos, que se convierten asi en células espumosas. A su vez,
las células inflamatorias activadas liberan citoquinas que estimulan la infiltracion
adicional de macrofagos y la migracion y proliferacion de células musculares
endoteliales. De esta manera aumenta la estenosis luminal con la consiguiente
disminucion tragica del flujo sanguineo. Posteriormente, se produce la ruptura de la
placa debido a su desestabilizacion mediante metaloproteinasas de matriz y muerte
celular por apoptosis, con la consiguiente isquemia producida por el desencadenamiento
de la cascada de coagulacion (Fortunato & Di Taranto, 2007). El colesterol HDL actia

en el transporte reverso del colesterol promoviendo el flujo del mismo a partir de las



células espumosas, teniendo ademas efectos antioxidantes y antiinflamatorios, por lo
tanto, al disminuir sus niveles plasmaticos se encontrarian inhibidas sus propiedades
antiaterogénicas (NCEP/ATP III, 2002).

La hipertension, que presenta un origen multifactorial (Grundy et al., 2004), es otro
importante factor de riesgo para enfermedad cardiaca isquémica. Sin embargo, ante la
observacion de la ausencia de efectividad del tratamiento antihipertensivo, Jeppensen et
al. (2000) compararon pacientes con la dislipidemia caracteristica de sindrome
metabolico respecto a aquellos que presentaron valores normales de triglicéridos y HDL
y obtuvieron como resultado que en pacientes con niveles altos de triglicéridos y bajos
de HDL la presion sanguinea carece de valor predictivo para el desarrollo de
enfermedad cardiaca isquémica. La aparente carencia de efectividad del tratamiento
antihipertensivo podria deberse a que, si bien disminuye la presion arterial, no
desaparecen el resto de factores de riesgo metabolicos que suelen estar asociados a la
hipertension, como es el caso de las dislipidemias y, principalmente, la resistencia a
insulina con la consiguiente hiperinsulinemia (Reaven, 2003).

El estado de resistencia a insulina se refiere a una respuesta disminuida por parte de
los tejidos a las concentraciones fisiologicas de insulina. La principal consecuencia de
este fenomeno es la hiperglucemia, que se origina por la incapacidad de la insulina de
inhibir la produccion hepatica de glucosa y de regular la captacion y metabolismo de la
glucosa por parte de los tejidos insulino-dependientes. Las células beta pancredticas
responden a este estado aumentando la produccion de insulina, pero cuando la
capacidad secretora de dichas células no resulta suficiente, aumenta la concentracion
plasmatica de glucosa que conduce al desarrollo de diabetes tipo 2 (Ruan & Lodish,
2003). Cuando la hiperglucemia ha superado este umbral, se constituye en un
importante factor independiente de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Grundy et al., 2004). Por otro lado, la glucosa podria promover un
estado inflamatorio y trombdtico generalizado, mediante un incremento de genes pro-
inflamatorios y activadores de la cascada de coagulacion (Dandona et al., 2004).

Si bien muchos autores atribuyen la aparicion del concepto de sindrome metabdlico en
la literatura cientifica a Gerald Reaven en 1988, en realidad la nocion del mismo surgio6
ya en 1923, cuando Kylin describié la asociacion entre hipertension, obesidad y gota
(Groop, 2000). Desde entonces, ademas de haber recibido diferentes denominaciones,
este sindrome ha sido objeto de diferentes intentos de aproximacion en lo que se refiere

a los sintomas que lo constituyen, existiendo por lo tanto diferentes enunciados del



mismo; no obstante, aun cuando existen definiciones mas recientes, la Unica
consensuada debido a su simplicidad de aplicaciéon y a que no enfatiza un simple criterio
etioldgico, y, por lo tanto, la Unica habitualmente utilizada en la practica clinica y en
investigacion es la del NCEP/ATP III anteriormente citada. No obstante, también ha
sido ampliamente utilizada una definicion mas reciente publicada en el afo 2005 por la
Fundacion Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes Foundation) la cual
es esencialmente similar a la del NCEP/ATPIIL, excepto que disminuye el umbral de
hiperglucemia de acuerdo a la definicion actualizada de la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA, American Diabetes Association), asi como el de la circunferencia de
cintura, estableciendo diferentes umbrales de acuerdo al origen étnico y constituyéndola
en una variable necesaria para el diagnostico (Grundy et al., 2005).

Numerosas evidencias clinicas y experimentales indican que el sindrome metabolico
constituye un factor de riesgo significativo para el desarrollo de diabetes de tipo 2 y
enfermedad cardiovascular isquémica (Kahn et al., 2005), no habiéndose establecido
con claridad si el riesgo que conlleva el sindrome, en su conjunto, es mayor que la suma
de los riesgos que confiere cada componente individual, especialmente para el riesgo de
enfermedad cardiovascular (Grundy et al., 2004; Ford, 2005; Kahn et al., 2005;
Sundstrom et al., 2006).

A su vez, al mismo tiempo que esta implicado en la predisposicion a patologias
severas, este sindrome cobra importancia debido a su elevada y creciente prevalencia
poblacional (20-35%) que varia segun los criterios utilizados para definir el sindrome.
Asimismo, esta prevalencia es marcadamente variable entre distintos grupos étnicos y
etarios, existiendo también una prevalencia mayor en hombres que en mujeres,
diferencia que se minimiza al utilizar los criterios diagnosticos del NCEP/ATP III

(Chew et al., 2006).

Etiopatogénesis

El sindrome metabolico es la consecuencia de interacciones entre una miriada de

factores ambientales (ingesta hipercaldrica, sedentarismo, tabaquismo, etc.) y multiples

factores genéticos (ej. polimorfismo Prol2Ala del receptor PPAR-y), asi como

fendmenos de interaccion intergénica, ain poco estudiados (Groop, 2000).
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En el contexto de la etiologia de esta entidad cabe mencionar la hipotesis
fisiopatologica que comprende dos conceptos conexos: el genotipo de la economia
(thrifty genotype; Neel, 1962 apud Prentice, 2005) y el fenotipo de la economia (thrifty
phenotype; Hales & Barker, 1992, 2001). El primero hace referencia a que entre
nuestros antepasados cazadores-recolectores, habrian tenido mayor eficacia bioldgica
aquellos individuos que portaran genes que les permitiesen maximizar la capacidad de
almacenamiento energético como reservas adiposas, lo cual supondria una ventaja
adaptativa en largos periodos de escasez de alimentos. De este modo, mediante los
mecanismos de la seleccion natural, el genoma humano llevaria impresas las “huellas”
de sus ancestros cazadores-recolectores que se habrian beneficiado por el genotipo de la
economia, pero el mismo seria perjudicial en las condiciones presentes de abundancia
alimenticia y causaria predisposicion al sindrome metabolico y a otras comorbilidades
(diabetes de tipo 2, enfermedades cardiovasculares, obesidad, etc.) (Groop, 2000).

En cuanto a la hipdtesis del fenotipo de la economia, ésta propone que durante el
periodo intrauterino, en condiciones de nutricion deficientes, el embrion/feto se adapta
al medio adverso optimizando la utilizacion de nutrientes, lo cual llevaria a un fenotipo
“economico” permanente mediante alteraciones, principalmente, en el desarrollo de las
c€lulas beta pancreaticas (Oliver et al., 2001), en la estructura hepatica, en la masa y el
tipo de fibras musculares, y en la densidad de receptores hormonales (Prentice, 2005).
Asimismo, se ha postulado que este fenotipo seria ventajoso a lo largo de la vida del
individuo con una alimentacion frugal (Moore ef al., 2001), pero se volveria perjudicial
en condiciones de abundancia alimenticia (Hales & Barker, 1992; Yajnik, 2000; Hales
& Barker, 2001; Prentice, 2003). De este modo, en varios estudios se ha observado que
individuos con bajo peso al nacer presentan un riesgo elevado de sufrir en la edad adulta
sindrome metabdlico y/o rasgos metabolicos del mismo (Forsen et al., 2000; Jaquet et
al., 2000; Misra & Vikram 2003; Barker, 2004).

Se han sugerido diversos genes candidatos responsables del fenotipo de la economia,
entre los que pueden destacarse el gen PPAR-y (Peroxisome Proliferator—Activated
Receptor, receptor gamma activado por el proliferador peroxisomal) que actua como
factor de transcripcion para diversos genes del tejido adiposo, el gen f3-AR (beta-3
Adrenergic Receptor, receptor -3 adrenérgico) que estd involucrado en el proceso de
lipolisis y el gen IRS-1 (Insulin Receptor Substrate—1, sustrato del receptor de insulina

1), que participa en la cascada de senalizacion de la insulina (Groop, 2000).
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Obesidad e inflamacion

Numerosos estudios clinicos y experimentales han sugerido de manera univoca que
existen asociaciones e interrelaciones patogénicas entre obesidad, resistencia a la
insulina, sindrome metabolico, diabetes de tipo 2 y la existencia de un estado
inflamatorio generalizado subclinico, debido a hiperactividad de la inmunidad innata de
aparicion precoz. Efectivamente, existe una correlacion positiva entre tejido adiposo,
especialmente de tipo visceral, y activacion del sistema inflamatorio (Berg & Scherer,
2005); se ha observado, en presencia de un exceso de tejido adiposo, un aumento
significativo en la infiltracion de macréfagos (Weisberg et al., 2003) y en la activacion
de genes inflamatorios (Xu et al., 2003); marcadores inflamatorios, en particular la
interleuquina 6 (IL-6) y la proteina C reactiva (CRP, C-Reactive Protein), han sido
asociados de manera independiente, en estudios longitudinales, a un riesgo elevado de
sindrome metabdlico y diabetes de tipo 2 (Freeman et al., 2002; Mlinar et al., 2007); el
factor de necrosis tumoral alpha (TNF-o,, Tumor Necrosis Factor alpha) puede producir
resistencia a la insulina inactivando al receptor de insulina y a su sustrato (IRS-1); en
efecto, se ha observado una asociacion positiva entre el nivel de ARN mensajero de
TNF-a en tejido adiposo e hiperinsulinemia (Hotamisligil e al., 1993); la reduccion en
la secrecion de la adiponectina, molécula antiinflamatoria producida en altas
concentraciones y especificamente en el adipocito diferenciado, ha sido asociada a un
riesgo elevado de sindrome metabdlico y diabetes de tipo 2 (Weyer et al., 2001; Trujillo
& Scherer, 2005); la administracion de agentes antiinflamatorios ha sido asociada a la
prevencion o mejora del sindrome metabdlico (y/o de sus componentes) en humanos y
modelos animales (Shoelson et al., 2006); igualmente, la administracion de agentes
estimuladores de la sensibilidad a insulina, como rosiglitazona, han producido una
disminucién en la expresion de moléculas inflamatorias (Savage et al., 2005). Estos
hallazgos han estimulado la blsqueda de un genotipo “inflamatorio”, analogo al
genotipo “econdmico”, es decir, conjunto de alelos responsable de la susceptibilidad
para dicha inflamacion. Este genotipo “inflamatorio” habria sido beneficioso en
tiempos ancestrales, cuando las infecciones eran una de las principales causas de
muerte, pero, en los tiempos actuales, se habria vuelto perjudicial debido a la irrupcion
pandémica de la ingesta hipergrasa y el sedentarismo, fénomenos proinflamatorios e

inductores de resistencia a la insulina. A su vez, en esta era moderna, el advenimiento
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de agentes antibidticos anuld el potencial efecto beneficioso de este genotipo
“inflamatorio”.

Se han propuesto dos mecanismos principales que serian responsables de este estado
inflamatorio crénico. Por un lado, la ingesta hipercalorica produce un aumento del
estrés oxidativo mediante un incremento de especies de oxigeno reactivo (ROS,
Reactive Oxygen Species) y favorece la expresion de moléculas proinflamatorias
(Dandona et al., 2004). Asimismo ciertas citoquinas, como el interferon gamma,
producen un aumento en la expresion de la sintasa de 6xido nitico inducible (iNOS,
inducible Nitric Oxide Synthase) que conduce a un exceso en la produccion de 6xido
nitrico, contribuyendo al aumento de estrés oxidativo (Gotoh & Mori, 2006). Por otro
lado, contribuiria a este estado inflamatorio generalizado la inhibiciéon de la via de
sefalizacion del receptor de insulina mediada por una concentracion elevada de las
citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 que, mediante induccion de la fosforilacion
de serinas e inhibicién de la fosforilacion de tirosinas del receptor de insulina y su
sustrato (Dandona et al., 2004), suprimirian los efectos anti-inflamatorios de dicha
hormona pancreética (Dandona et al., 2007).

Tanto el estrés oxidativo como la inflamacion conducen a un estado de estrés celular
conocido como estrés del reticulo endoplasmico, exponenciado a su vez por una mayor
exigencia de sintesis proteica, tanto en el adipocito en crecimiento como en las células
beta pancreaticas, sobre todo de individuos con resistencia a insulina, en los que,
ademas, el reticulo endoplasmico es dafiado por la privacion de glucosa como también
por niveles elevados de acidos grasos libres en suero (Gregor & Hotamisligil, 2007).

El RE se encarga del procesamiento proteico y actia a su vez como reservorio celular
de calcio; ante una sobrecarga proteica y un desbalance en la homeostasis del calcio,
producido por el exceso de 6xido nitrico, se activa la cascada de sefializacion del estrés
del RE, que tiene cuatro efectos principales: 1) disminucion de la tasa general de
sintesis proteica; 2) aumento de la sintesis de chaperonas; 3) degradacion de las
proteinas mal plegadas; y, en caso de no ser suficientes para la recuperacion de la célula
los tres procesos anteriores, 4) muerte celular por apoptosis. De este modo, tanto genes
activados por factores de transcripcion de la via del estrés del RE (JNK, c-jun N-
terminal Kinase; NF«B, Nuclear Factor kappa B), como el aumento de células muertas,
produciria un incremento en la inflamacidén, completandose asi un “circulo vicioso” de

inflamacioén y resistencia a insulina (Gregor & Hotamisligil, 2007).
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Inflamacion y genes candidatos

Al igual que para el genotipo de la economia, han sido propuestos diversos genes
candidatos para el genotipo “inflamatorio”, particularmente receptores y citoquinas
proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6, la serin-kinasa JNKI1 y el supresor de la
sefalizacion de citoquinas SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) (Dandona et
al., 2004; Savage et al., 2005).

Ultimamente ha cobrado especial interés el estudio genético-molecular de la familia
TLR (Zoll-Like Receptors), en particular TLR-4. Este receptor es una proteina de
transmembrana que pertenece a una importante familia de receptores de reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, Pathogen-Associated
Molecular Patterns) (Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998; Medzhitov, 2001).
TLR-4 se expresa principalmente en macrofagos, adipocitos, miocardiocitos, células
musculares lisas y endoteliales, y en epitelios de las vias respiratorias (Zarember &
Godowski, 2002; Shi et al., 2006; Song et al., 2006). Su estructura se caracteriza por
presentar un dominio citosolico de aproximadamente 150 aminoacidos denominado TIR
(Toll/IL-1 Receptor), un dominio transmembrana, y un dominio extracelular compuesto
principalmente por arreglos de repeticiones ricas en leucina (LRR, Leucine-rich repeat)
y un grupo de cisteinas, yuxtapuesto a la membraba celular, que flanquea el extremo
carboxilo terminal del dominio LRR (Rock ef al., 1998; Imler & Zheng, 2004) (Figura
1). Esta proteina reconoce mayormente como su ligando a los lipopolisacaridos (LPS)
de bacterias Gram-negativas (Poltorak ef al., 1998; Kawai et al., 1999; Medzhitov,
2001), pero recientemente se ha observado que el componente lipidico de los LPS seria
el responsable de dicha sefalizacion, por lo que se ha vislumbrado que los 4cidos grasos
libres circulantes serian capaces de la activacion de este receptor; dicha hipotesis ha
sido confirmada repetidas veces experimentalmente, observandose mayor expresion de
ARN mensajero de citoquinas proinflamatorias en células tratadas con acidos grasos
saturados en vez de insaturados, mientras que los acidos grasos poli-insaturados omega-
3 inhibieron completamente la expresion de TNF-a inducida por &cidos grasos (Lee et

al., 2001; Shi et al., 2006).
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» Repeticiones ricas en Leucina

: -~ Cisteinas flanqueantes del
—=eT=="" | cxtremo carboxilo terminal
TIR
i
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Figura 1. Diagrama esquemadtico del receptor TLR4. Tomado de Imler & Zheng, 2004.

Via de senalizacion de TLR-4

TLR-4 requiere interaccionar con dos correceptores para ser activado, CD14 y MD2.
En un primer paso de la via de sefializacion, el ligando se une a CD14 y posteriormente
el complejo ligando/CD14 interacciona con el complejo TLR4/MD?2 produciéndose una
oligomerizacion del receptor (Rallabhandi et al., 2006), entonces comienza una cascada
de sefializacion compuesta por multiples kinasas que resulta en la activacion del
complejo kinasa I-xB (IKK-a y -f) encargado de la fosforilacion de I-xB, la proteina
inhibidora del Factor Nuclear kappa B (NFxB). Posteriormente a su fosforilacion I-xB
es degradada, liberando asi a NFkB que ingresa al nucleo y actia como factor de
transcripcion de diversos genes (Figura 2), entre ellos los responsables de dirigir la
sintesis de potentes moléculas proinflamatorias como el TNF-a, la IL-6, la IL-8, la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, Monocyte Chemoattractant Protein-
1), las metaloproteinasas de matriz (MMPs, Matrix Metalloproteinases) y la iNOS
(Kawai et al., 1999; Schuster & Nelson, 2000; Berg et al., 2004; Dandona et al., 2007).
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Figura 2. Diagrama esquematico simplificado de la via de sefializacion de TLR-4.

TLR-4: Obesidad, inflamacion y resistencia a insulina

Recientemente se ha sugerido que la via de sefializacion de TLR-4 es un importante
contribuyente a la resistencia a la insulina inducida por obesidad y, entre otros hallazgos
experimentales que refuerzan esta hipotesis, se han obtenido evidencias de expresion
funcional de TLR-4 en adipocitos y un aumento de la misma en modelos animales
obesos (Shi et al., 2006; Song et al., 2006). Mas aln, se ha observado un potente
incremento en la abundancia de ARNm de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6)
en macrdofagos y adipocitos de raton estimulados con acidos grasos, en contraposicion
con macrofagos y adipocitos de ratones knock-out y knock-down, respectivamente, para
TLR-4 que recibieron el mismo estimulo, resultado que remarca la induccion de
inflamacién causada por acidos grasos y mediada por TLR-4. Asimismo, se ha
observado que ratones 7LR4-/- no presentan activacion de NFxB. Ademas, estos
animales presentaron una atenuacion en la inactivacion del IRS-1 al ser comparados con
ratones tipo salvaje, los cuales también desarrollaron resistencia a insulina, como pudo
detectarse al realizarles el clamp hiperinsulinémico euglicémico posterior a una infusion

de lipidos, mientras que los 7LR4-/- fueron insulino-sensibles (Shi et al., 2006).

16



Estructura y variantes del gen 7LR-4

El gen TLR-4 mapea en el brazo largo del cromosoma 9 humano (9q32-33) (Rock et
al., 1998) y tiene una longitud de 13.159 pb (GenBank NC 000009.10); codifica un
ARN mensajero de 5503 pb que consta de 3 exones (1..234; 235..401; 402..5503)
(GenBank NM_138554.2); no obstante, algunos autores mencionan un cuarto exon
alternativo, posicionado entre el primer y el segundo exon convencionales (Figura 3),
pero al ser incorporado en el transcripto maduro dicho exéon produciria una terminacion
temprana de la traduccion (Smirnova ef al., 2000).

Han sido identificados 164 polimorfismos de nucledtido simple (SNPs, Single
Nucleotide Polymorphisms) en el gen TLR-4, de los cuales los mas estudiados son dos
transiciones: + 896 A>G, que genera una sustitucion de un residuo de acido aspartico
por uno de glicina en la secuencia aminoacidica (Asp299Gly, rs4986790), y +1196
C>T, que genera una sustitucion de un residuo de treonina por uno de isoleucina en la
secuencia proteica (Thr399Ile, rs4986791). Estas variantes alélicas se encuentran en la
region que codifica el dominio proteico extracelular y presentan un desequilibrio de
ligamiento entre el 85 y 95% (Kiechl et al., 2002; Schmitt et al., 2002) y en todas las
poblaciones caucésicas estudiadas presentaron una frecuencia del 6 al 10% (Arbour et

al., 2000).

AGCATACTTAGACTACTACCTCGATG [A/G] TATTATTGACTTATTTAATTGTTTG

Figura 3. Diagrama esquematico del gen 7LR-4 mostrando los tres exones y un exén

alternativo (y). Se muestra ademas la secuencia que enmarca el polimorfismo
rs4986790. Modificado de Smirnova et al. (2000).
Estudios de asociacion y funcionales de los polimorfismos de 7LR-4

Se han estudiado los polimorfismos rs4986790 y rs4986791 en relacion a diversas

patologias, algunas de las cuales estan estrechamente relacionadas al sindrome

metabolico. Por ejemplo, el alelo Gly299 se ha asociado a menor riesgo de desarrollar
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diabetes, enfermedad cardiovascular (Ameziane et al., 2003; Kolek et al., 2004;
Balistreri et al., 2004; Candore et al., 2006) y aterosclerosis, menor engrosamiento de la
intima media arterial y bajos niveles de mediadores inflamatorios circulantes, por
ejemplo, IL-6 y CRP (Kiechl ef al., 2002; Kolek et al., 2004). Ademas, se ha observado
su asociacion a predisposicion para shock séptico (Lorenz et al., 2002a), susceptibilidad
a brucelosis (Rezazadeh et al., 2006), disminucion del riesgo para periodontitis agresiva
(James et al., 2007), mayor riesgo de nacimiento prematuro (Lorenz et al., 2002b),
predisposicion a enfermedades intestinales inflamatorias (Franchimont et al., 2004;
Gazouli ef al., 2005), resistencia a la enfermedad del legionario (Hawn et al., 2005) y
menor susceptibilidad a enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia (Minoretti et al.,
2006).

Es importante subrayar que un estudio alemdn analiz6 la relacion entre los
polimorfismos citados del TLR-4 y los componentes del sindrome metabolico arrojando
resultados negativos (Illig et al., 2003), pero dicho andlisis se basdé en una muestra
poblacional de caracteristicas muy diferentes a las del presente trabajo, presentando
ademas ciertas carencias metodoldgicas, en particular una poblacion heterogénea. Por
otra parte, sus resultados no concuerdan con los obtenidos por otros autores.

Por otro lado, se han llevado a cabo andlisis funcionales de los polimorfismos citados,
que han producido resultados positivos. Arbour ef al. (2000) observaron que la
mutacion 11e399 no interrumpe la via de sefializacion de TLR-4 al recibir el estimulo de
LPS, en cambio la mutacion Gly299 si lo hace. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Kiechl et al. (2002) que observaron mayor susceptibilidad a
enfermedades infecciosas y menor riesgo de desarrollar aterosclerosis en pacientes
portadores del polimorfismo Gly299, en relacion a aquellos que poseian ambos
polimorfismos (Gly299 e 11e399). Ademas, al realizar el experimento de rescate con el
alelo salvaje, Arbour et al. (2000) observaron que se recuperé la respuesta al estimulo
de LPS en células de las vias respiratorias obtenidas de pacientes con dichas
mutaciones. Asimismo, Schmitt et al. (2002) observaron una respuesta fuertemente
disminuida a LPS en monocitos homocigotas para la mutacion Gly299 de TLR-4
basandose en la medicion de la produccion de TNF-a. También, Rallabhandi et al.
(2006) observaron diferencias en la activacion de NFxB al comparar células
transfectadas con vectores de expresion de Asp299, por un lado, y Gly299, por el otro,
sugiriendo que dicha diferencia podria deberse a una interaccion deficiente de TLR-4

con un correceptor, con el ligando, o ambas alternativas.
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OBJETIVOS

Objetivos principales:

a) Analizar asociaciones potenciales entre el sindrome metabdlico y el SNP
(polimorfismo de nucleotido simple) rs4986790 de TLR4 en una poblacion, tomada al
azar, de dadores de sangre que concurren voluntariamente al Servicio de Hemoterapia

del Hospital de Clinicas “José¢ de San Martin” de la Universidad de Buenos Aires.

b) Investigar asociaciones entre el SNP rs4986790, la insulinemia en ayunas, la
insulinorresistencia (medida por HOMA y QUICKI), los componentes individuales del
sindrome metabdlico y los niveles séricos de la adipocitoquina antiinflamatoria

adiponectina, en aquella muestra poblacional.

Objetivos complementarios:

a) Estudiar la prevalencia del sindrome metabolico, segun la definicion del
NCEP/ATP I (Third Report of the National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel III), en una poblacion, tomada al azar, de dadores de sangre que
concurren voluntariamente al Servicio de Hemoterapia del Hospital de Clinicas “José de

San Martin” de la Universidad de Buenos Aires (UBA).

b) Analizar las siguientes alteraciones metabdlicas asociadas al sindrome metabolico:
resistencia a la insulina (métodos HOMA y QUICKI, por medio de la determinacion de
glucemia e insulinemia en ayunas) y niveles séricos de adiponectina, en aquella muestra

poblacional.
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MATERIALES Y METODOS
1. Disefio general

Estudio epidemioldgico no familiar transversal, de asociacion genética entre el SNP
rs4986790 de TLR4 y el sindrome metabolico en hombres adultos caucasianos sin

antecedentes patologicos previos.

2. Seleccion de individuos

Se analiz6 una muestra poblacional de 300 adultos argentinos, de sexo masculino, no
emparentados, seleccionados al azar, que concurrieron al Servicio de Hemoterapia del
Hospital de Clinicas “José¢ de San Martin” de Buenos Aires con el fin de donar sangre.
Los criterios de inclusion fueron: edad entre 18 y 75 afios, raza caucasiana, argentino
nativo, ausencia de enfermedades conocidas (excepto obesidad, dislipidemias o
hipertension arterial) y ayuno nocturno previo de 12 horas. Todos los participantes de
este proyecto firmaron el Consentimiento Informado, aprobado por el Comité de Etica
de la institucion de acuerdo a las disposiciones de la ANMAT vy a las declaraciones de

Helsinki y de la UNESCO.

3. Fenotipificacion

Interrogatorio: los participantes fueron interrogados sobre la existencia de
componentes clinicos del sindrome metabdlico: sobrepeso/obesidad, intolerancia a la
glucosa, diabetes de tipo 2, hipertension arterial, dislipidemias. Ademas, se interrog6

sobre la presencia de estas manifestaciones clinicas en familiares de primer grado.

Antropometria: se establecio el grado de sobrepeso/obesidad por medio del indice de
masa corporal (IMC), calculado con el peso y talla. Sobrepeso: 25-29,9 Kg/m?,
obesidad leve: 30-34,9 Kg/m?, obesidad moderada: 35-39,9 Kg/m? y obesidad severa: >
40 Kg/m?. Ademas se midié la circunferencia de cintura, indicador del grado de
insulinosensibilidad y de adiposidad abdominal.

Estudios bioquimicos: se midio la insulinemia (método de radioinmunoensayo
especifico, kit Human Insulin-Specific RIA, Linco Research) y la glucemia (método de
la glucosa oxidasa) en ayunas para cuantificar la insulinosensiblidad (QUICKI,
Quantitative Insulin Sensitivity Check Index, y HOMA %S, Homeostasis Model
Assessment) y la secrecion de insulina (HOMA %B) (Katz et al., 2000). E1 HOMA fue
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calculado de manera automatica con el software HOMA Calculator Version 2.2 del
Oxford Centre for Diabetes Endocrinology and Metabolism (Levy et al., 1998).

El lipidograma (triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL) fue
realizado por medio de técnicas tradicionales en el plasma de cada individuo.

La adiponectina, principal molécula antiinflamatoria, fue medida en el suero de cada
individuo usando el método RIA (kit Human Adiponectin Specific RIA, Linco

Research).

Identificacion de individuos con sindrome metabdlico: para definir el sindrome
metabolico se empled la tnica definicion validada, el Third Report of the National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel 11l (NCEP/ATP IIl), 3 o mas
de los siguientes criterios (Tabla I): obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, colesterol
HDL bajo, hipertension arterial y glucemia en ayunas elevada (Grundy et al., 2004).
Posteriormente se realizod la comparacion de los resultados con los obtenidos aplicando

la definicion del IDF anteriormente citada.

Tabla 1. Criterios de inclusion para definir el sindrome metabdlico, segun el

NCEP/ATP 111

Criterio Punto de Corte
Circunferencia >102 cm en hombres
de cintura >88 cm en mujeres
Triglicéridos >150 mg/dl

HDL <40 mg/dl en hombres

<50 mg/dl en mujeres

Presion arterial >130/85
o medicacion antihipertensiva

Glucemia en ayunas | >100 mg/dl *

* El umbral de intolerancia a la glucosa (previamente > 110 mg/dl) fue modificado de acuerdo a la

definicion actualizada de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) (Grundy et al., 2005).

Grupos de estudio y control: a partir de 300 individuos de sexo masculino,
fenotipificados al azar, se crearon 4 grupos: por un lado, Grupo de Estudio con
sindrome metabolico segin la definicion del NCEP/ATPIIl y Grupo Control sin
sindrome metabolico y, por otro lado, Grupo de Estudio con sindrome metaboélico segiin

la definicion del IDF y el Grupo Control correspondiente.
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4. Analisis genéticos

Extraccion del ADN genomico: se efectud en leucocitos de sangre entera con la
técnica CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) (Murray & Thompson, 1980).

Genotipificacion: el SNP rs4986790 fue detectado por medio de la técnica RFLP-
PCR, de acuerdo al protocolo de Gazouli et al. (2005). Especificamente, se efectud la
amplificacion por PCR de la region nucleotidica de 7LR4 que contiene rs4986790,
utilizando el primer anterogrado 5’-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-
3, 'y el primer retrégrado 5 -GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’
(Invitrogen). La base subrayada en el primer anterdgrado indica el nucléotido
modificado a fin de generar un sitio de restriccion para la enzima Ncol. El programa de
ciclado de la PCR consistio en un primer paso de desnaturalizacion inicial a 94° durante
3 minutos, seguido de 40 ciclos de 94° durante 30 segundos, 55° durante 30 segundos y
72° durante 45 segundos, con un paso de elongacion final a 72° durante 7 minutos. A
continuacion, el producto de PCR fue sometido a una digestién overnight utilizando la
enzima de restriccion Ncol (New England BioLabs). Para la identificacion del
genotipo, el producto de PCR digerido fue visualizado en un gel de agarosa al 3%,
coloreado con bromuro de etidio, y expuesto a la luz ultravioleta previa corrida
electroforética. El alelo mutado presento la secuencia reconocida por Ncol (C/CATGG)
y tuvo un tamafio de 223 pb (pares de bases), mientras que el alelo normal fue de 249 pb

al no poseer el sitio de restriccion (CCATGA) (Figura 4).

123456 78

AG AN AG GG AA AA AR AA

Figura 4. Fotografia de los productos de la digestion de TLR4 con la enzima Ncol.
Calle 1: Control positivo. Calle 2: Control negativo. Calle 3: Genotipo A/G. Calle 4:
Genotipo G/G. Calles 5-8: Genotipo A/A.

5. Analisis estadistico

Se utilizo el software SPSS (Statistical Product and Service Solutions) version 11.5
para Windows. Los datos poblacionales y los dosajes bioquimicos se expresaron como
media + desvio estandar. La ley de Hardy-Weinberg fue calculada para evaluar si existe
desviacion en la distribucion de los genotipos de rs4986790. Se investigaron

correlaciones entre rs4986790 y: a) el sindrome metabolico, b) los componentes
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individuales del mismo, c) las caracteristicas antropométricas y d) el perfil bioquimico
(niveles de glucemia e insulinemia, HOMA %S y %B, QUICKI, adiponectinemia y
perfil lipidico). Las variables paramétricas se estudiaron mediante ANOVA vy test de
Student. Los datos no paramétricos se analizaron usando los tests de Kruskall Wallis,
Mann Whitney y chi cuadrado. Se efectuaron analisis genéticos de variancia para todas
las variables cuantitativas por medio del procedimiento GLM (Generalized Linear
Model). Andlisis multivariados fueron efectuados para detectar interacciones plausibles
y con el fin de descartar la participacion de variables confusoras. Todos los analisis
estadisticos no descriptivos fueron ajustados por la variable edad. El tamano de la
muestra fue adecuado (poder estadistico preestudio >80%) para discriminar una
diferencia >30% en la frecuencia alélica (alelo menor) de rs4986790, entre los grupos

de estudio y control. La P <0,05 fue considerada como estadisticamente significativa.

6. Utilizacion de recursos bioinformaticos

Se recurri6 a dos bases de datos bioinformaticas construidas in silico, SIFT (sorting
intolerant from tolerant, a multistep prediction tool for amino acid substitutions;
clasificacion de lo intolerante y lo tolerante, una herramienta predictiva en multiples
pasos para sustituciones de aminodcidos), y PolyPhen (polymorphism phenotyping,
fenotipificacion de polimorfismos), con el fin de predecir las potenciales consecuencias
funcionales del SNP rs4986790.

Adicionalmente se analizaron los resultados disponibles en internet de un escaneo del
genoma humano completo para diabetes tipo 2 en una cohorte Escandinava,
denominado Iniciativa de la Genética de la Diabetes (DGI, Diabetes Genetics Initiative)
llevada a cabo por varias instituciones en conjunto (Broad Institute of Harvard and
Massachusetts Institute of Technology (MIT), Lund University, and Novartis Institutes
of BioMedical Research). Se elabor6 una base de datos con los polimorfismos mas
significativamente asociados a las siguientes caracteristicas metabolicas (P<0,0001):
glucemia de ayunas, HOMA-IR, circunferencia de cintura (casos y controles),
hipertension, presion sistolica, HDL y triglicéridos. Para cada variable metabolica se
calculd el porcentaje de SNPs presentes en genes conocidos y a partir de los mismos se
calculo el porcentaje de SNPs correspondientes a genes relacionados a procesos
inflamatorios.

Los diferentes recursos informaticos utilizados son presentados en el Anexo L
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RESULTADOS

La prevalencia del SNP rs4986790 en la muestra total (n = 300) fue 89,67% para
Asp299Asp (n = 269), 10% para Asp299Gly (n = 30) y 0,33% para Gly299Gly (n = 1).

La frecuencia del alelo menor fue de 0,053.

La distribucion de rs4986790 respetd la ley de Hardy-Weinberg en la muestra total
(x*= 0,028, P =0,87).

La prevalencia del sindrome metabolico, de acuerdo a los criterios NCEP/ATPIII e

IDF, fue de 29,7% (n = 89) y 40% (n = 120), respectivamente.

La prevalencia de

individuos con normopeso, sobrepeso y obesidad fue de 25,3% (n = 76), 48% (n = 144)

y 26,7% (n = 80), respectivamente, y la prevalencia de individuos con sobrepeso u

obesidad (IMC > 25 kg/m2) fue de 74,7% (n

= 224).

Las caracteristicas clinicas

completas de la muestra total y de los subgrupos, con y sin sindrome metabdlico, estan

resumidas en la Tabla II.

Tabla II. Caracteristicas clinicas de la muestra total, y comparaciones de acuerdo a la

presencia de sindrome metabdlico.

Total SM Positivo SM Negativo SM Positivo SM Negativo

n =300 (NCEP/ATPIII) (NCEP/ATPIII) (IDF) (IDF)

(100%) n=289(29,67%) | n=211(70,33%) n =120 (40 %) n =180 (60%)
Edad (afios) 37,8+10,8 44,0 + 8,6 35,1 £ 10,5%** 429495 34,3 £ 10,2%**
IMC (kg/m2) 28,2 +4,4 31,8+44 26,6 & 3,4%** 30,9 +4,1 26,3 & 3,5%**
Normopeso (n, %) 76 (25,3) 2(22) 74 (35,1) *** 2(1,7) 74 (41,1) ***
Sobrepeso (n, %) 144 (48,0) 33(37,1) 111(52,6) * 61(50,8) 83 (46,1)
Obesidad (n, %) 80 (26,7) 54 (60,7) 26 (12,3) *** 57 (47,5) 23 (12,8) ***
Diametro de cintura 96,3+11,9 106,5 +10,2 91,9 £9,8%*** 104,2+9,7 90,9 &+ 10,2%**
(cm)
Tabaquismo (n, %) 133 (44,3) 40 (44,9) 93 (44,1) 56 (46,7) 77 (42,8)
Presion arterial 127,1 +£10,7 133,8 £ 8,6 124,3 £10,3*** 132,5+9,5 123,6 £ 10,1 %%*
sistolica (mm Hg) §
Presion arterial 80,4+7,5 84,2 +6,8 78,8 £7,3*** 832+7,6 78,6 £ 6,9%**
diastdlica (mm Hg) §
Glucemia de ayunas 93,0£22)5 103,4 +£37,3 88,6 £ 8,5%** 100,7 £32,9 87,9 £ 8,0%**
(mg/dl) §
Colesterol total (mg/dl) 189,8 +42,9 207,6 +42,1 182,2 £41,]1%%* 207,3+42,6 178,1 &+ 39,1%%*
Colesterol LDL 120,3 +£34,5 129,7 +33,5 116,8 +34,3** 131,3+33,1 113,9 & 33,8%%**
(mg/dD) §
Colesterol HDL 41,0+ 11,0 35,3+£9,2 43,4 £ 10,9%** 354+8,9 447 +£10,8%**
(mg/dl) §
Triglicéridos (mg/dl) § 1429 +112,5 225,7+152,7 107,9 + 64,0%%* 210,5 +143.9 97,8 &+ 47, 3%**
Insulinemia (uU/ml) # 16,3+10,3 229+11,6 13,5 £8,2%** 21,2+12,1 13,2 £7,4%**
§
Adiponectinemia 11,3+4,9 10,4 +5,0 11,7+4,8 10,0+53 12,1 £ 4.4**
(ng/ml) # §
HOMA-Beta (%) # 158,2 +53,1 174,2 + 60,8 151,2 +48,0%%** 167,6 + 59,0 152,2 + 48 2%**
HOMA-IR # 2,16 +1,10 2,80 +1,17 1,85 £0,91%** 2,69 +1,22 1,83 +0,87***
QUICKI # 0,33 £0,06 0,30 £ 0,02 0,34 £0,06*** 0,31 £0,05 0,34 +0,06**

9§ n=287.#n=214. Excepto para las variables de distribucion no gaussiana (§), que

fueron analizadas con el test de Mann-Whitney, el resto fueron examinadas con el test

de Student. * P <0,05. ** P <0,01. *** P <0,0001
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La Tabla III resume la prevalencia individual de los componentes del sindrome
metabolico. El componente individual mas frecuente, en la muestra total (n = 300), fue
el criterio didmetro de cintura > 94 cm (n = 170, 56,7%), tomado como punto de
referencia para realizar la comparacion entre ambos conceptos, NCEP/ATPIII e IDF,
siendo el punto de corte para este ultimo 90 cm. En la muestra con sindrome
metabolico positivo de acuerdo a NCEP/ATPIII (n = 89, 29,67%), el componente
individual mas frecuente fue presion sistolica > 130 mmHg y/o presion diastdlica > 85
mmHg (n = 76, 85,4%), en la muestra con sindrome metabdlico negativo de acuerdo a
NCEP/ATPII (n = 211, 70,33%), fue HDL < 40 mg/dl (n = 83, 39,3%), en la muestra
con sindrome metabdlico positivo de acuerdo a IDF (n = 120, 40%), fue didmetro de
cintura > 94 cm (n = 110, 91,7%) y en la muestra con sindrome metabolico negativo de
acuerdo a IDF (n = 180, 60%), fueron diametro de cintura > 94 cm (n = 60, 33,3%) y
presion sistolica > 130 mmHg y/o presion diastolica > 85 mmHg (n = 60, 33,3%).

Tabla III. Prevalencia individual de los componentes del sindrome metabolico

Total SM Positivo SM Negativo SM Positivo SM Negativo
Criterio n=300 | (NCEP/ATPII) | (NCEP/ATPII) (IDF) (IDF)
(100%) n=289 n=211 n=120 n=180
(29,67%) (70,33%) (40 %) (60%)
Diametro de cintura > 102 cm | 93 (31,0) 66 (74,2) 27 (12,8) - -
(NCEP/ATPIIL n, %)
Diametro de cintura > 94 ¢cm | 170 (56,7) - - 110 (91,7) 60 (33,3)
(IDF; n, %)
Glucemia de ayunas > 100 57 (19,0) 40 (44,9) 17 (8,1) 46 (38,3) 11 (6,1)
mg/dl (n, %)
Trigliceridemia > 150 mg/dl | 93 (31,0) 63 (70,8) 30 (14,2) 75 (62,5) 18 (10,0)
(n, %)
HDL < 40 mg/dl (n, %) 151 (50,3) 68 (76,4) 83 (39,3) 93 (77,5) 58 (32,2)
Presion sistolica > 130 mmHg | 155 (51,7) 76 (85,4) 79 (37.4) 95 (79,2) 60 (33,3)
y/o presion diastdlica > 85
mmHg

La Tabla IV resume las diferencias entre las caracteristicas clinicas de la muestra total
y la prevalencia del SNP rs4986790. En los individuos portadores del genotipo
Asp299Asp (n = 269, 89,7%), la insulinemia de ayunas fue significativamente superior
a la de los no portadores (n = 31, 10,3%); (16,9 £ 10,5 vs. 11,1 £ 5,8 ulU/ml,
respectivamente, P = 0,0064). En los primeros, la secrecion de insulina, expresada
como HOMA-Beta, fue significativamente superior que en no portadores de Asp299Asp
(161,0 £ 53,8 vs. 132,2 £+ 38,6%, respectivamente, P = 0,021). Asimismo, los
individuos Asp299Asp positivos exhibieron niveles de insulinosensibilidad, expresados

a través del HOMA-IR, significativamente inferiores que los individuos portadores de
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Asp299Gly/Gly299Gly (2,23 + 1,12 vs. 1,58 £ 0,72, respectivamente, P = 0,012),
aunque no se observaron diferencias entre ambos grupos en otro indicador de
insulinosensibilidad, el QUICKI (0,33 + 0,06 vs. 0,35 £+ 0,04, respectivamente, P =
0,17).

Tabla IV. Diferencias en las caracteristicas clinicas de la muestra total de acuerdo a la

prevalencia genotipica del SNP rs4986790

Asp299Asp Asp299Gly + P
Gly299Gly

N (%) 269 (89,7) 31(10,3) -
Edad (afios) 37,9+ 10,8 36,6 £10,3 0,53
IMC (kg/m2) 282+43 274+5,0 0,33
Diametro de cintura (cm) 96,4+ 11,9 94,5+ 12,7 0,38
Presion arterial sistolica (mm Hg) 127,4 + 10,6 125,0+ 11,4 0,23
Presion arterial diastélica (mm Hg) 80,6 + 7.4 78,7+ 8,5 0,30
Glucemia de ayunas (mg/dl) 93,5+23,6 88,6 £ 8,6 0,33
Colesterol total (mg/dl) 190,9 +£42.7 179,5 + 44,5 0,48
Colesterol LDL (mg/dl) 121,4 +£33,9 111,4+39,0 0,14
Colesterol HDL (mg/dl) 41,0+ 11,0 35,3+9,2 0,28
Triglicéridos (mg/dl) 143,0 + 108,6 1422 +143,7 0,30
Insulinemia (uU/ml) 16,9 £ 10,5 11,1 £5,8 0,0064
Adiponectinemia (ng/ml) 11,3+£49 10,4£5,0 0,48
HOMA-Beta (%) 161,0 £ 53,8 132,2 + 38,6 0,021
HOMA-IR 2,23 +£1,12 1,58+ 0,72 0,012
QUICKI 0,33 £ 0,06 0,35+ 0,04 0,17

Las Tablas V y VI muestran la ausencia de diferencias entre la prevalencia genotipica
y alélica del SNP rs4986790 y el riesgo de sindrome metabolico de acuerdo a los
criterios NCEP/ATPIII e IDF, respectivamente. Asimismo, tampoco existieron
diferencias significativas entre la prevalencia individual de cada componente del
sindrome metabdlico y la distribucién del SNP rs4986790 (P = NS, datos no exhibidos),
ni entre esta ultima y la prevalencia de sobrepeso y/u obesidad (P = NS, datos no
exhibidos) o el nimero de criterios para sindrome metabdlico (P = NS, datos no
exhibidos). Tampoco, en diversos modelos multivariados no exhibidos aqui, que
incluyen entre otras las covariables edad e IMC, se ha asociado el SNP rs4986790
(Asp299Asp vs. Asp299Gly/Gly299Gly) a la variable dependiente sindrome
metabolico, de acuerdo a NCEP/ATPIII e IDF (P = NS). Sin embargo, la regresion
multivariada paso a paso ascendente muestra que el HOMA-IR ha sido asociado, de
manera independiente y significativa, a las variables Asp299Asp (coef. 0,69 + 0,22, F =
9,77), trigliceridemia (coef. 0,004 = 0,001, F = 11,45) y didmetro de cintura (coef. 0,039
+ 0,006, F = 38,76). Este resultado coincide, a su vez, con andlisis de chi-cuadrado que

muestran que la ausencia de Asp299Asp (y su alelo) se asocia significativamente a un
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riesgo reducido de resistencia a la insulina, expresado por una mayor prevalencia de
niveles de HOMA-IR por debajo de la mediana (1,90 en esta muestra, 3> = 4,75, OR =
0,33 [IC 95% 0,12-0,90], P = 0,03, Tabla VII).

Tabla V. Prevalencia genotipica y alélica del SNP rs4986790 y riesgo de sindrome
metabolico de acuerdo a los criterios NCEP/ATPIIL

Genotipos/Alelos SM Positivo SM Negativo e OR P P
NCEP/ATPIII NCEP/ATPIII (IC 95%) corregida
n=2389 n=211
(29,67%) (70,33%)
Asp299Asp (n, %) 83 (93,3) 186 (88,2) 1,76 1 0,18 0,26
(referencia)
Asp299Gly + 6 (6,7) 25 (11,8) 0,54 (0,22-
Gly299Gly (n, %) 1,33)
Asp299 (n, %) 171 (96,1) 397 (94,1) 0,98 1 0,32 0,43
(referencia)
Gly299 (n, %) 7 (3,9) 25(5,9) 0,65 (0,28-
1,50)

Tabla VI. Prevalencia genotipica y

metabolico de acuerdo a los criterios IDF

alélica del SNP rs4986790 y riesgo de sindrome

Genotipos/Alelos SM Positivo SM Negativo © OR (IC P P
IDF IDF 95%) corregida
n=120 n=180
(40%) (60%)
Asp299Asp (n, %) 111 (92,5) 158 (87,8) 1,73 1 0,19 0,26
(referencia)
Asp299Gly + Gly299Gly 9(7,5) 22 (12,2) 0,58
(n, %) (0,26-1,29)
Asp299 (n, %) 230 (95,8) 338 (93,9) 1,08 1 0,30 0,39
(referencia)
Gly299 (n, %) 10 (4,2) 22 (6,1) 0,67
(0,32-1,42)
Tabla VII. Prevalencia genotipica y alélica del SNP rs4986790 y HOMA-IR
Genotipos/Alelos HOMA-IR HOMA-IR | »? OR (IC P P
>1,90 <1,90 95%) corregida
(mediana) (n=1006)
(n=9%8)
Asp299Asp (n, %) 93 (94,9) 91 (85,8) | 4,75 1 0,03 0,05
(referencia)
Asp299Gly + Gly299Gly (n, %) 5(,1) 15 (14,2) 0,33 (0,12-
0,90)
Asp299 (n, %) 191 (97.,4) 196 (92,5) | 5,21 1 0,02 0,04
(referencia)
Gly299 (n, %) 5(2,6) 16 (7,5) 0,32 (0,12-
0,86)
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La Tabla VIII sintetiza los resultados obtenidos al analizar los datos arrojados por el
escaneo del genoma humano completo llevado a cabo por la Iniciativa de la Genética de

la Diabetes mediante la tecnologia de microarreglos.

Tabla VIII. Sintesis de los resultados del estudio DGI (P<0,0001).

N° total de SNPs en SNPs en genes

SNPs genes relacionados a Genes **
conocidos inflamacién®
Glucemia 62 26 13 LAMC? (8 SNPs)
de ayunas (41,94%) (50%) HPSE?2 (1 SNP)

FHIT (1 SNP)
CD28 (3 SNPs)

HOMA-IR 31 17 7 DAPKI (2 SNPs)
(54,84%) (41,18%) | RYR3 (1 SNP)
CACNG3 (2 SNPs)
AKT3 (1 SNP)
TSPO (1 SNP)

Circunferencia 49 18 7 KCNABI (3 SNPs)
de cintura (36,73%) (38,89%) CACNAIC (2SNPs)
(casos) CFH (1 SNP)
PLCG2 (1 SNP)
Circunferencia 53 23 2 DOKG6 (1 SNP)
de cintura (43,4%) (8,7%) ATRN (1 SNP)
(controles)
Hipertension 35 8 1 TNIPI (1 SNP)
(22,86%) (12,5%)
Presion 34 13 -
sistolica (38,24%)
HDL 61 18 2 LY96(MD-2) (1SNP)
(29, 51%) (11,11%) IKBKB (1 SNP)
Trigliceridemia 61 21 -
(34,43%)

* Los porcentajes estan basados en el nimero de SNPs correspondientes a genes
conocidos.

** Las denominaciones de los genes se encuentran en el Anexo II.
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Como resultado de la busqueda en PolyPhen se obtuvo un puntaje 1,865 para el SNP
rs4986790, el cual corresponde a un impacto funcional posiblemente perjudicial (Tabla

IX), mientras que no fue encontrado en la base de datos SIFT.

Tabla IX. Interpretacion del impacto de los puntajes SIFT y PolyPhen. (Modificado de
Bhatti et al., 2006)

Puntaje SIFT | Impacto Puntaje PolyPhen | Impacto
0-0,05 Intolerante >2 Probablemente
perjudicial
0,051 -0,1 Potencialmente | 1,99 - 1,5 Posiblemente
intolerante perjudicial
0,101 - 0,2 En el limite 1,49 - 1,25 Potencialmente
perjudicial
0,201 -1 Tolerante 1,24 - 1,00 En el limite
0,99 -0 Benigno
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DISCUSION

El sindrome metabolico es una entidad caracterizada por una constelacion de factores
de riesgo de origen metabolico (Grundy, 1999) cuya creciente prevalencia varia de
acuerdo al criterio empleado para su diagnostico. Este concepto fue comprobado en el
presente trabajo ya que al emplear los criterios diagnosticos IDF la prevalencia del
sindrome fue notablemente mayor a la obtenida siguiendo los criterios del
NCEP/ATPII (40% vs. 29,7%, respectivamente). Dicha diferencia se debié a que 44
individuos con circunferencia de cintura > 94 y < 102 no cumplimentaron los requisitos
diagnosticos para dicha variable segin la definicion del NCEP/ATPIIL, pero si lo
hicieron segun los criterios IDF. Por otro lado, aquellos individuos con 3 6 4 de los
restantes criterios (Hipertension, hiperglucemia, hipertrigliceridemia y niveles
disminuidos de HDL) pero sin circunferencia de cintura aumentada son comprendidos
por la definicion del NCEP/ATPIIIL, pero la IDF los excluye, por considerar la
circunferencia de cintura aumentada un requisito imprescindible para el diagnostico
(Grundy et al., 2005). No obstante, este ultimo caso muestra ser de rara ocurrencia
debido a que el criterio didmetro de cintura aumentado fue el componente individual
mas frecuente en la poblacion analizada.

Debido a las diferentes evidencias que en un estado de exceso de tejido adiposo,
caracteristico del sindrome metabolico existe un estado inflamatorio subclinico
generalizado (Xu et al., 2003; Berg & Scherer, 2005) se han comenzado a estudiar
diferentes genes candidatos, como TNF-a y SOCS3, entre otros (Dandona et al., 2004;
Savage et al., 2005). En el presente trabajo hemos decidido analizar la asociacion entre
sindrome metabodlico y un polimorfismo de TLR4 debido a que la misma casi no ha sido
investigada hasta la fecha, a pesar de tratarse de una molécula crucial en la respuesta
Inmune innata.

TLR4 es un correceptor de membrana que participa principalmente en la respuesta
inmune innata a toxinas bacterianas, principalmente LPS de bacterias gram-negativas
(Poltorak et al., 1998). Diversos estudios funcionales del polimorfismo Asp299Gly de
TLR4 realizados tanto in vivo como in vitro evidenciaron una respuesta disminuida a
LPS en pacientes portadores de la variante 299Gly (Arbour et al., 2000; Schmitt et al.,
2002; Rallabhandi et al., 2006). Sin embargo, Erridge et al. (2003) observaron una
carencia de asociacion entre dicha variante y la via de sefializacion de respuesta a LPS
al realizar la estimulacion in vitro de monocitos provenientes de pacientes portadores de

una y otra variante. Dicha discordancia de resultados podria deberse a los distintos
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tipos celulares utilizados en diferentes estudios (Hawn et al., 2005), como también a
una interacciéon del polimorfismo estudiado con otros polimorfismos presentes en
diversas moléculas participantes en la transduccion de sefial (Franchimont et al., 2004).
Por su parte, Kinane et al. (2006) obtuvieron diferentes resultados funcionales al
comparar distintos tipos celulares; dichos autores realizaron la inhibicion de TLRs en
una linea celular de monocitos estimulada con la bacteria gram-negativa
Porphyromonas gingivalis y observaron de todos modos una elevada produccion de
citoquinas inflamatorias que proponen se deberia a los numerosos receptores no-TLRs
presentes en la membrana de dichas células, sugiriendo que esta seria la razon de la
carencia de asociacion observada por Erridge et al. (2003).

Asimismo, al analizar los resultados de su estudio funcional Arbour et al. (2000)
concluyeron que la compleja respuesta fisiologica a los LPS inhalados podria deberse a
la interaccién de las variables de T7LR4 con otras variables genéticas y con factores
adquiridos, debido a que no todos los individuos con la mutacién tuvieron respuesta
disminuida a LPS y no todos los que tuvieron dicha respuesta atenuada resultaron
portadores de la variable genética estudiada.

Si bien James et al. (2007) observaron una cosegregacion completa de los
polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle tanto en los casos de periodontitis agresiva
como en los controles, cabe destacar que en un estudio comparativo entre pacientes con
shock séptico y un grupo control, no se observd diferencia en la prevalencia del
polimorfismo doble Asp299Gly/Thr3991le, sin embargo, el polimorfismo simple
299Gly estuvo presente solo en individuos con shock séptico (Lorenz et al., 2002a).
Dicho aporte podria sumarse tanto a la evidencia de un rol funcional del polimorfismo
en una respuesta inmune disminuida a LPS de bacterias gram-negativas, como a la
posibilidad de una variacion en dicha respuesta segun la interaccidon genética implicada.
El analisis de dichas interacciones complejas resulta muy dificultoso en el enfoque de
busqueda de genes candidatos individuales; para superar esta dificultad se estan
realizando diversas estrategias de investigacion del genoma completo entre las cuales
una de las mads relevantes es la Iniciativa de la Genética de la Diabetes (DGI)
anteriormente mencionada que analizd 386.731 SNPs en 1.464 pacientes con diabetes
tipo 2y 1.467 controles (DGI, 2007).

Dada la naturaleza poligénica del sindrome metabdlico cabria esperar que, en
multiples estudios de asociacion, se encontraran asociados al mismo distintos

haplotipos, dependiendo principalmente del origen étnico de la poblacion implicada. En
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efecto, se han observado resultados tanto positivos como negativos al estudiar la
asociacion entre Asp299Gly e inflamacion intestinal cronica, dependiendo del origen de
la poblacion en cuestion. Asimismo, se han observado diferentes haplotipos asociados a
esta enfermedad en diversas poblaciones estudiadas (Franchimont et al., 2004). Otras
posibles causas de resultados discordantes entre distintos estudios de asociacion serian
la utilizacion de diferentes criterios de inclusidon, como también de diferentes umbrales
o puntos de corte para las variables implicadas (Balistreri et al., 2004)

Por su parte, Hawn et al. (2005), observaron que el alelo 299Gly confiere resistencia a
la enfermedad del legionario, un tipo de neumonia causada por la bacteria gram-
negativa flagelada intracelular, Legionella pneumophila, sugiriendo que dicho
polimorfismo tendria un rol benéfico o deletéreo patdégeno dependiente. Asimismo, en
otro estudio, el alelo 299Gly estuvo significativamente asociado a un menor riesgo de
periodontitis agresiva, causada por un conjunto de especies bacterianas, principalmente
gram-negativas anaerobias (James et al., 2007), a pesar de que estudios previos no
habian encontrado una asociacion significativa (Brett et al., 2005 & Schroder et al.,
2005 apud James et al., 2007). Sin embargo, el rol protector de la variante 299Gly no
se debid a una respuesta inmune aumentada, sino por el contrario disminuida,
preservando asi a los portadores de la misma de las consecuencias deletéreas de una
respuesta inmune exacerbada. De este modo, los resultados de James et al. (2007)
concuerdan con los obtenidos por otros autores respecto a una inmunidad innata
atenuada en presencia del alelo 299Gly.

Sin embargo, al observarse el desarrollo de la enfermedad periodontal en portadores
de esta variante alélica y, por encontrarse el tabaquismo entre uno de los factores que
predisponen a la misma, los autores atribuyeron a este factor la causa del desarrollo de
la enfermedad en los pacientes portadores del polimorfismo 299Gly (James et al.,
2007). Por otro lado, ante la evidencia que un polimorfismo de TLRS aumentaba la
susceptibilidad a la enfermedad del legionario sélo en individuos no fumadores, en
contraposicion con los fumadores, Hawn ef al. (2005) estudiaron la misma variable en
los subgrupos correspondientes para el polimorfismo Asp299Gly de TLR4, pero debido
al nimero reducido de individuos analizados el estudio carecid del poder estadistico
suficiente para permitir un claro discernimiento de los resultados.

Por otra parte, basandose en las consecuencias funcionales del polimorfismo en
heterocigosis observado tanto en su trabajo como en trabajos previos Hawn et al. (2005)

sugirieron que el alelo Gly actuaria de manera dominante sobre el alelo de tipo salvaje,
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al menos en cuanto respecta a las alteraciones de la respuesta inmune. No obstante,
aunque no analizaron monocitos de individuos heterocigotas para el polimorfismo,
Kinane et al. (2006) proponen que debido al exceso de expresion de TLR4 en dicho tipo
celular no existiria diferencia significativa entre los portadores del genotipo salvaje y los
heterocigotas Asp299Gly.

Ante diversas evidencias que el componente lipidico de los LPS seria el responsable
de desencadenar la via de sefializacion de TLR4 (Lee et al., 2001; Shi et al., 2006), y
que ante un aumento de tejido adiposo con el consecuente aumento de AGNE (4cidos
grasos no esterificados) y adipocitoquinas circulantes existe un estado inflamatorio
crénico subclinico generalizado (Xu et al., 2003; Berg & Scherer, 2005) que favoreceria
el desarrollo de resistencia a insulina (Hotamisligil et al., 1993; Savage et al., 2005),
cabria esperar que la presencia de la variante 299Gly tuviera un rol protector para
resistencia a insulina, sindrome metabdlico y otras comorbilidades.

En efecto, cuando Kiechl et al. (2002) analizaron sujetos portadores del polimorfismo
299Gly comparandolos con un grupo de individuos no portadores de dicho
polimorfismo, obtuvieron como resultado en los primeros un menor nivel de moléculas
proinflamatorias, mayor incidencia de infecciones agudas (aunque no crénicas) y menor
prevalencia de aterosclerosis. Asimismo, Balistreri ef al. (2004) obtuvieron resultados
positivos al analizar la asociacion del mismo polimorfismo con un menor riesgo de
desarrollar ateroesclerosis.

También, Ameziane et al. (2003) observaron una asociacidon positiva entre el
polimorfismo Asp299Gly y un riesgo reducido de eventos coronarios agudos, como
también menores niveles plasmaticos de fibrindgeno y la molécula de adhesion celular
vascular (VCAM)-1 (vascular cellular adhesion molecule).

Sin embargo, Illig et al. (2003) no obtuvieron evidencias de asociacion entre el
polimorfismo Asp299Gly y diversos marcadores inflamatorios ni con componentes
individuales del sindrome metabdlico, excepto una pequefia tendencia de la hipertension
que deja abierta la posibilidad de un rol protector del polimorfismo 299Gly. Dicho
trabajo constituye el uUnico antecedente de un estudio de asociacién entre el
polimorfismo Asp299Gly de TLR4 y los componentes individuales del sindrome
metabolico. A pesar de ello, no analizé la posibilidad de asociacion del polimorfismo
con los indices de resistencia a insulina.

En lo que respecta al presente trabajo, la prevalencia del alelo 299Gly (5,3%) fue

similar a la observada en trabajos previos realizados por diferentes autores (Lorenz et
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al., 2002a; Ameziane et al., 2003; Illig et al., 2003). No se encontrd asociacion entre el
polimorfismo estudiado y el sindrome metabolico, ni con ninguno de sus componentes
individuales, sin embargo, se observd en individuos portadores del alelo salvaje en
estado homocigota una mayor insulinemia de ayunas, mayor secrecion de insulina y
menor insulinosensibilidad, segun los indices HOMA-Beta y HOMA-IR,
respectivamente, respecto a los individuos portadores de la mutacion ya sea en estado
homo o heterocigota. Dichos resultados apoyan la evidencia de una participacion del
sistema inmune en el proceso de desarrollo de resistencia a insulina, por lo que seria
interesante corroborar en dichos pacientes los niveles séricos de marcadores
inflamatorios, como TNF-a, IL-6 y CRP.

Por otro lado, debido a que en el presente estudio el HOMA-IR ha sido asociado de
manera independiente y significativa tanto al genotipo que codifica Asp299Asp como a
trigliceridemia y a circunferencia de cintura, resultaria interesante re-considerar la
presencia de la resistencia a insulina en el contexto de la etiologia del sindrome
metabolico que ha sido discutida por diversos autores, algunos de los cuales proponen la
denominacién “sindrome de resistencia a insulina” por considerar dicho fendmeno la
causa subyacente del resto de las variables involucradas (Grundy et al, 2005).
Nuestros resultados avalan una asociacion entre el alelo 299Asp y un estado de
resistencia a la insulina, segtn el indice HOMA-IR, que a su vez result6 asociado con
trigliceridemia y circunferencia de cintura, sugiriendo un posible rol del alelo 299Asp
en las variables bioquimicas y antropométricas relacionadas con el sindrome metabolico
y su componente fisiopatogénico esencial, como es la resistencia a la insulina.

No obstante, al analizar los resultados del QUICKI, otro indicador de
insulinosensibilidad, no se hallaron diferencias significativas entre los individuos
portadores de la variante Asp299Asp y aquellos que poseen Asp299Gly/Gly299Gly.
Esta discordancia podria deberse a que el modelo HOMA computarizado actualmente
utilizado posee soluciones no lineales, en contraposicion al modelo HOMA
originalmente utilizado (Wallace et al., 2004), por lo cual, al tratarse de un modelo
altamente correlacionado con el logaritmo del HOMA tradicional (Katz et al., 2000) el
QUICKI presentaria sus mismas limitaciones y desventajas con respecto al modelo
computarizado del HOMA (Wallace et al., 2004).

Finalmente, al analizar los resultados de la DGI disponibles en Internet no se encontro
asociado a ninguno de los componentes individuales del sindrome metabdlico ningin

polimorfismo del gen 7LR4, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en nuestro
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trabajo. Tampoco aparecio asociado a HOMA-IR algun polimorfismo de 7LR4, sin
embargo, los autores no mencionan la utilizacion del modelo computarizado del
HOMA, habiendo analizado ademads esta caracteristica solo en el grupo control y no en
los pacientes con diabetes tipo 2.

Es interesante remarcar que si bien en el estudio DGI no se encontré una asociacion
significativa con algiin polimorfismo del gen 7LR4, si se encontraron asociados a las
caracteristicas metabodlicas analizadas varios polimorfismos correspondientes a genes
relacionados a procesos inflamatorios, como CD28, DAPKI1, CFH, ATRN, TNIP1, MD-
2 ¢ IKBKB. Los dos ultimos, que aparecieron asociados a bajos niveles de HDL,
corresponden a moléculas directamente implicadas en la via de sefalizacion de TLR4.
MD-2 es una proteina secretada que se une al dominio extracelular de TLR4 siendo
necesaria para una optima respuesta a LPS mediada por dicho receptor; ademas se ha
sugerido su rol como chaperona participando en el transporte de TLR4 a la superficie
celular (Rallabhandi et al., 2006). IKBKB, mas conocida como IKK-f forma parte
junto con IKK-o del complejo kinasa I-kB que se encuentra aguas abajo del receptor
TLR4 y que se encarga de fosforilar la proteina inhibidora de NF«B permitiendo su
activacion como factor de transcripcion de diversos genes involucrados en la inmunidad
innata (Schuster & Nelson, 2000).

Estos resultados estan en concordancia con diversos estudios que evidenciaron una
mejoria en los niveles de resistencia a insulina y dislipidemias relacionadas a obesidad
al inhibir la sefializacion de IKK-f (Berg ef al., 2004). Asimismo, se observo que en un
exceso de MD-2, que pareceria competir con los LPS, es amplificada la via de
sefalizacion de TLR4. Ademas, basdndose en un modelo hipotético del ectodominio de
TLR4, el cambio de un Aspartato por una Glicina en el residuo 299 afectaria la
estructura proteica secundaria dificultando la interaccion del receptor con su ligando
(LPS) y/o con su correceptor MD-2 (Rallabhandi et al., 2006). El resultado de nuestra
busqueda en la base de datos PolyPhen fue concordante con este modelo hipotético, ya
que arrojo un impacto funcional posiblemente perjudicial para el SNP rs4986790.

En conclusion, nosotros no encontramos una asociacion significativa entre el
polimorfismo 299Gly y el sindrome metabdlico ni ninguno de sus componentes
individuales. Dicho alelo si se encontr6é asociado a menores niveles de insulinemia de
ayunas y mayores niveles de insulinosensibilidad, insinuando un posible rol protector de

dicho polimorfismo para el desarrollo de sindrome metabdlico. Por el contrario, el alelo

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rallabhandi+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rallabhandi+P%22%5BAuthor%5D

299Asp ha sido asociado a resistencia a la insulina, segin el indice HOMA-IR, que
estuvo correlacionado ademas con la trigliceridemia y la circunferencia de cintura,
insinuando un posible rol de susceptibilidad para el desarrollo de sindrome metabolico.
Se sugiere una revalorizacion del rol de la resistencia a insulina en el contexto del
sindrome metabdlico y una extension de estudios de este tipo a otros genes involucrados
en procesos inflamatorios. El analisis de polimorfismos en genes candidatos representa
un importante aporte para el conocimiento fisiopatolégico de estas entidades
poligénicas, su prevencion y abre una importante posibilidad de mejorar la terapéutica

en forma personalizada.
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ANEXO 1. Recursos bioinformaticos utilizados.

DGI (http://www.broad.mit.edu/diabetes/)

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Oligo Calculator (http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html)

PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

Seattle SNPs (http://pga.mbt.washington.edu/)

SIFT (http://blocks.therc.org/sift/SIFT.html)

SNP detection with mutagenic primers (http://insilico.ehu.es/restriction/mutation_seq/)
SNPper (http://snpper.chip.org/)

SNPseek (http://snp.wustl.edu/SNPseek/index.cgi)
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ANEXO II. Siglas empleadas en el texto.

ADA (dmerican Diabetes Association, Asociacion Americana de Diabetes)
AGNE (4cidos grasos no esterificados)

AKT3 (Proteina kinasa B)

ATRN (Atractina)

P3-AR (beta-3 Adrenergic Receptor, receptor -3 adrenérgico)

CACNA1C (Subunidad alpha 1C del canal de calcio dependiente de voltaje)
CACNG?3 (Subunidad gamma 3 del canal de calcio dependiente de voltaje)
CFH (Factor H del complemento)

CRP (C-Reactive Protein, proteina C reactiva)

DAPK]1 (Proteina kinasa 1 asociada a la muerte)

DGI (Diabetes Genetics Initiative, Iniciativa de la Genética de la Diabetes)
DOKG6 (Proteina 6 de acoplamiento)

FHIT (Gen trio fragil de histidina)

GLM (Generalized Linear Model)

HDL (High Density Lipoprotein, lipoproteina de alta densidad)

HPSE?2 (Heparanasa 2)

HOMA (Homeostasis Model Assessment)

IDF (International Diabetes Foundation, Fundacion Internacional de Diabetes)
I-xB (proteina inhibidora del Factor Nuclear kappa B)

IKBKB (Kinasa B del complejo I-kB)

IL-6 (Interleuquina 6)

IMC (indice de Masa Corporal)

iNOS, (Inducible Nitric Oxide Synthase, sintasa de oxido nitico inducible)
IRS-1 (Insulin Receptor Substrate—1, sustrato del receptor de insulina 1)
INK (c-Jun N-terminal Kinase)

KCNABI (Canal de potasio)

LAMC?2 (Laminina gamma 2)

LDL (Low Density Lipoprotein, lipoproteina de baja densidad)

LPS (Lipopolisacaridos)

LRR (Leucine-Rich Repeat, repeticiones ricas en leucina)

LY96 (Antigeno linfocitario 96)
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MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1, proteina quimioatrayente de monocitos)
MMPs (Matrix Metalloproteinases, metaloproteinasas de matriz)

NCEP/ATP I (Adult Treatment Panel Il of the National Cholesterol Education
Program, 2001)

NF«xB (Nuclear Factor Kappa B)

PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns, patrones moleculares asociados a
patogenos)

PLCG?2 (Fosfolipasa C, gamma 2)

PolyPhen (Polymorphism Phenotyping, fenotipificacion de polimorfismos)

PPAR-y (Peroxisome Proliferator—Activated Receptor, receptor gamma activado por el
proliferador peroxisomal)

QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index)

RE (Reticulo Endoplasimco)

ROS (Reactive Oxygen Species, especies de oxigeno reactivo)

RYR3 (Receptor 3 de rianodina)

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant, a multistep prediction tool for amino acid
substitutions; clasificacion de lo intolerante y lo tolerante, una herramienta predictiva en
multiples pasos para sustituciones de aminoacidos)

SNPs, (Single Nucleotide Polymorphisms, polimorfismos de nucleotido simple)

SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3, supresor de la sefializacion de citoquinas)
SPSS (Statistical Product and Service Solutions)

TIR (Zoll/IL-1 Receptor)

TLR (Toll-Like Receptors)

TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha, factor de necrosis tumoral alpha)

TNIP1 (Proteina de interaccion con TNFAIP3)

TSPO (Proteina translocadora)

(VCAM)-1 (Vascular Cellular Adhesion Molecule, molécula de adhesion celular
vascular)

VLDL (Very Low Density Lipoprotein, lipoproteina de muy baja densidad)
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