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RESUMEN

Introduccion: Para el 2007 en Colombia se estimé que el
56% de la poblacion adulta era obesa, condicion que se
considera un problema de salud publica con implicaciones en
el desarrollo de enfermedad coronaria.

Objetivo: Determinar la distribucién de las frecuencias
alélicas y genotipicas y la relacién del polimorfismo rs4998 del
gen ADRB3 con el indice de masa corporal en una poblacién
de docentes y administrativos.

Materiales y Métodos: La extraccion de ADN se llevd a
cabo mediante un método comercial, para la amplificacion de
ADN se emplearon cebadores especificos no marcado con
fluorocromos, los fragmentos obtenidos fueron purificados
mediante las enzimas SAP y EXOSAP, finalmente se realizd
minisecuenciacion en el ABI PRISM 310 y posterior lectura de
electroferogramas. El analisis de las variables sociode-
mograficas se realizd mediante métodos univariados y
métodos bivariados empleando pruebas de significancia
como: test Chi2 de Pearson y test exacto de Fisher. Modelos
logisticos fueron empleados para evaluar asociacion.
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Resultados: Las frecuencias genotipicas encontradas
fueron 0.96 GG, 0.014 CG y 0,020 CC. Las frecuencias alélicas
fueron 0,027 C y 0,973 G. La muestra se encontré en
equilibrio de Hardy-Weinberg con Chi? = 81.153(;, (p =
0.000) y se calculd la estructura poblacional mediante la
prueba Fst = 0,743.

Discusion: Encontrar la poblacion en equilibrio de Hardy-
Weinberg indica que los individuos se estan mezclando al
azar. El coeficiente de endogamia o estadistico Fst, indica que
la poblacion presenta una alta estructura o diferenciacion
genética y existe fijacion del alelo mutado G; esto podria
obtener falsas asociaciones con la patologia de interés.

Conclusion: Las frecuencias obtenidas en este estudio no
se ajustan a los modelos génicos propuestos para estudios de
asociacion; por lo tanto, se recomienda aumentar el tamafio
de la muestra para futuras investigaciones o plantear estudios
de casos y controles.

PALABRAS CLAVE

Polimorfismo genético; ADRB3; indice de masa corporal;
Obesidad.

SUMMARY

Introduction: At 2007 in Colombia it was estimated that
a portion 56 % from the adult population was obese, a
condition that is considered a public health problem with
implications in the development of coronary heart disease.
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Objective: Determine the distribution of allelic and
genotypic frequencies and the relation of the polymorphism
rs4998 of the ADRB3 gene with the Body Mass Index in a
population of teachers and administrators of an university
institution in Colombia.

Methods: DNA extraction was carried out by a commercial
method, for specific DNA amplification, specific primers not
labeled with fluorochromes were used, fragments obtained
were purified by SAP and EXOSAP enzymes, and finally
minisequencing was performed in the ABI PRISM 310 and
later electropherogram reading. The analysis of the
sociodemographic variables was performed using univariate
methods and bivariate methods using significance tests such
as: Pearson’s Chi2 test and Fisher’s exact test. Logistic models
were used to evaluate association.

Results: The genotype frequencies found were 0.96 GG,
0.014 CG and 0.020 CC. The allele frequencies were 0.027
C and 0.973 G. The sample was found in Hardy-Weinberg
equilibrium with Chi2 = 81.153 (1) (p = 0.000) and the
population structure was calculated by means of the Fst
test = 0.743.

Discussion: Finding the population in Hardy-Weinberg
equilibrium, indicates that individuals were mixed randomly.
The coefficient of inbreeding or statistical Fst, is very close to
one, which indicates that the population has a high structure
or genetic differentiation and there is fixation of the mutated
allele G. This could obtain false associations with the
pathology of interest.

Conclusion: The frequencies obtained in this study do not
fit the proposed gene models for association studies,
therefore, it is recommended to increase the sample size for
future researches or to propose case-control studies.
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ABREVIATURAS

ISLO: Instituto Latinoamericano de Obesidad y Sobrepeso.
SEEDO: Sociedad espafiola para el estudio de la obesidad.
ADRB3: Receptor Beta 3 Adrenérgico.

EHW: Equilibrio de Hardy Weinberg.

IMC: Indice de masa corporal.

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido.

DE: Desviacion estandar.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de
2.8 millones de personas mueren en el mundo cada afio a
causa del sobrepeso y la obesidad; convirtiéndose en un
problema de salud publica que disminuye la calidad y
esperanza de vida en aproximadamente 10 afos!. En 2016
mas de 650 millones de adultos que representaban el 13% de
la poblacion eran obesos?, datos que aumentaran un 22%
para el 2045 segun el Instituto Latinoamericano de Obesidad
y Sobrepeso (ISLO)3. En el 2015 en Colombia aproximada-
mente 27 millones de adultos entre 18 y 64 afos presentaron
obesidad, siendo mas frecuente en mujeres (22.4%) que en
hombres (14.4%), cifras que se incrementaron en un 20%
respecto a lo publicado en la Encuesta Nacional de Situacion
Nutricional de Colombia en 2010 (ENSIN)*>,

La obesidad es una enfermedad de origen multifactorial
cronica no transmisible®” que ha sido estudiada a partir de la
evaluacion de genes y sus productos que participan en
diversos procesos metabdlicos. Tal es el caso del Receptor
Beta 3 Adrenérgico (ADRB3) de las células del adipocito8, que
participa en el gasto energético a través de la estimulacion de
la termogénesis en el tejido adiposo marrén y en el tejido
adiposo blanco durante la lipdlisis®. La activacion del ADRB3
es inducida por catecolaminas (epinefrina o norepinefrina)
ocasionado un cambio en el receptor y de esta forma se
fosforila la proteina G, desacoplando la subunidad a que
activa la adenilatociclasa quien provoca el incremento del
Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc). Las concentraciones
elevadas de AMPc activan la Proteina Quinasa A (PKA), que a
su vez mediante fosforilacion activa la Lipasa Sensible a
Hormonas (HSL).

Los triacilgliceroles (TAG) son degradados por una ruta
metabdlica alterna por la Triacil Glicerol Lipasa (ATGL) en
diacilgliceridos (DAG), sobre estos actla la HSL, convir-
tiéndolos en monoglicéridos (MAG). La accion de la
Monoglicérido Lipasa (MGL) transforma los MAG en Acidos
Grasos No Esterificados (NEFA) y Glicerol!0, Estos acidos
grasos son absorbidos por la mitocondria para la generacion
de energia a través de la termogénina (UCP1), mediante el
desacople de la bomba de protones liberando energia en
forma de calor. Lo anterior ocasiona un incremento en el
consumo de energia en la oxidacion de lipidos y una
disminucién en el peso corporaltl12,

El gen ADRB3 estd asociado con diversas patologias como
la enfermedad de Gallstone!3, obesidad central'#, diabetes
mellitus tipo II>, obesidad mdrbidal® e insulino resistencial?,
la presencia de una alteracion en el gen ADRB3 impide la
activacion de la lipolisis, obteniendo como resultado la
disminucién de la tasa metabdlica basal'® que se ve reflejado
en un posible aumento del Indice de Masa Corporal (IMC),
obesidad mérbida y sindrome metabdlico (SM)19:20.21, E| IMC
permite clasificar un individuo de acuerdo con el peso y talla
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Grafica 1. Estructura general del en ADRB3 y ubicacion del SNP rs4998.
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(normopeso, sobrepeso y obesidad); esta medida evalta
indirectamente las variaciones de la masa libre de grasa,
muscular y dsea de una persona??, cambios en IMC se deben
a factores a nivel genético, ambiental y psicosociales; sin
embargo, el estudio realizado por Petermann et al (2017),
evidencia que la obesidad esta directamente relacionada con
cambios en el estilo de vida y no solo con la edad, sexo y
genéticaZ.

Los polimorfismos un solo nucleotido mas estudiados del
gen ADRB3 son el rs4994 (Trp64Arg) y el rs4998. Este Ultimo
muta de C>G, en el intrén 2, de la hebra “Forward” posicion
769924 de la regién 3-UTR (del inglés untranslated region) en
la posicion 1674 (Grafica 1). La regién no traducida 3-UTR en
las células de los mamiferos en algunos genes se encargan de
la regulacién de la transcripcion? y en ocasiones acttan en la
degradacion del ARNm; desempenando un rol importante en
la determinacion del destino postranscripcional del ARNm?26,
El objetivo de este trabajo fue determinar la distribucion de
las frecuencias alélicas y genotipicas, el equilibrio de Hardy-
Weinberg y la relacién del polimorfismo rs4998 del gen
ADRB3 con el IMC en una poblacién de docentes y adminis-
trativos de la Universidad de Santander.

METODOS
Diseio de estudio y muestra

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal. La
poblacion estuvo conformada por 219 personas pertenecientes
al programa de estilos de vida saludable de la institucion
(Bucaramanga, Colombia). Para el calculo de la muestra (103
individuos) se consideré un nivel de confianza del 95%, un
margen de error del 5%, las proporciones p = 0,85y q = 0.15,
se obtuvieron del promedio de las frecuencias alélicas
publicadas en el sitio dbSNP Short Genetic Variations del NCBI.
Finalizado el estudio se logré genotipificar 147 participantes del
programa estilos de vida saludable de la institucion. La presente
investigacion se fundamenta en los principios establecidos en la
Declaracion de Helsinki (2013)?7 y para su ejecucion contd con
la aprobacién del comité de ética de la instituciéon. A cada

participante se le explicaron los objetivos del proyecto y la
metodologia a emplear y posteriormente cada uno firmé el
respectivo consentimiento informado.

Analisis Bioquimicos

A los participantes se les realizaron analisis bioquimicos
como colesterol total y triacilglicéridos. La estratificacion de
los individuos segln sus niveles de colesterol total y

triglicéridos se hizo segun los criterios de la Fundacion
Hipercolesterolemia Familiar28,

Indice de Masa Corporal (IMC)

Para la cuantificacion del porcentaje de grasa corporal e
IMC se empled el método de bioimpedancia eléctrica con un
adipémetro digital OMROM ref. HBF306. Para la clasificacion
de los participantes de acuerdo con el porcentaje de grasa e
IMC se consideraron los criterios SEEDO 2016%.

Polimorfismo genético

La secuencia de referencia del polimorfismo rs4998 del gen
ADRB3, se obtuvo de la base de datos Genbank (Gene ID:
155 NCBI).

Métodos

Para el analisis genético se practicd puncion capilar y se
tomd una mancha de sangre en un papel FTA; poste-
riormente se extrajo ADN utilizando el kit PreFiler Forensic
DNA®. El ADN se amplific6 en un termociclador 2720
(Applied Biosystems®), usando cebadores especificos no
marcados para localizar el polimorfismo rs4998 del gen
ADRB3, los cuales fueron disefiados empleando el software
Primer 3 (Tabla 1).

Posteriormente los amplificados se purificaron mediante el
uso de las enzimas SAP y EXOSAP para eliminar el exceso de
ADN no amplificado. Después se realizd la tipificacion del SNP
por minisecuenciacion SNaPshot Multiplex® (Applied Biosys-
tems®) en el equipo ABI PRISM® 310 y para ello se incubd
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Tabla 1. Especificaciones técnicas de cebadores y sonda para minisecuenciacion.

Secuencias TM °C* % GC**
5'-CCAAGTGGG YACCATC3'(F) 62.8 47.5
Cebadores
5-AGYTCTCTTTGCCCTAAGCA-3'(R) 62.3 47.5
Sonda 5’-cgtcgtgaaagtctgacaaCCTCAGTGGTAGTGTCCAG-3'(F) 60.1 66.6

SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido. (F): primer Forward; (R): primer Reverse. *TM: Temperatura de Hibridacion. ** %GC: Porcentaje de

guaninas y citosinas.

el amplificado purificado con una sonda que reconoce la
region inmediatamente aledafia al SNP o a la base nitro-
genada de la hebra de enfrente del SNP (Tabla 1), per-
mitiendo de esta forma la identificacion del polimorfismo; una
vez el ddNTP se incorpore.

Al finalizar la minisecuenciacion, los productos se corrieron en
una electroforesis capilar en el equipo ABI PRISM 310® (Applied
Biosystems®), donde a medida que avanzan por el capilar
reciben la sefial del laser que excita los fluorocromos de los
ddNTPs y estos emiten unidades de fluorescencia de un color
determinado para cada alelo: verde para la adenina, amarillo
para la citosina, azul para la guanina y rojo para la timina.

Analisis de los datos

Para el calculo de las variables sociodemograficas se realizd
un analisis univariado y el bivariado. Para las pruebas de
significancia se realizd el test chi-cuadrado y test Exacto de
Fisher, con un nivel de significancia de p < 0.05. Para el
analisis de asociacion se empled la IMC como variable
dicotomica dependiente (Normal (0) y Sobrepeso (1)) y las
demas variables como independientes (continuas y orga-
nizadas de forma categodrica) incluidos los genotipos y los
modelos de herencia planteados como el Codominante (Co),
Dominante (Do), Recesivo (Re) y Aditivo (Ad). Se empled el

Tabla 2. Analisis descriptivos de los participantes en el estudio.

software estadistico STATA 14.0. Para el calculo de las
frecuencias genotipicas, alélicas, el test de Hardy-Weinberg y
el coeficiente de endogamia o Estadistico Fst, se empled el
software GenAlex 6.5®, De acuerdo con Iniesta, Guind &
Moreno (2015), para el estudio de asociacion del poli-
morfismo con el IMC y otras variables, se pueden emplear
tablas de contingencia y contrastar la hipotesis de asociacion
el test de Chi2 de Pearson y calcular odds ratios (OR) o
emplear modelos de regresion logistica.

RESULTADOS
Andlisis bioquimicos

La genotipificacion se realizd a 147 participantes. Los
analisis bioquimicos y las medidas antropométricas se
tomaron a 85y 123 participantes del programa estilos de vida
saludables. De los participantes, 63.64 % (91) correspondian
a mujeres y 36.36 % (52) a hombres y el 2,29 % (4) no
reporto el sexo. Las edades oscilaron entre los 20 y 72 afios
con un promedio de edad de 39.9 afos (DE: +/- 11.03). Para
los analisis descriptivos de las variables bioquimicas y el IMC
se agruparon en varias categorias y se compararon por sexo,
se realizd el estadistico Chi?, siendo la Unica variable
significativa el colesterol (p = 0,000); los datos se presentan
en la tabla 2.

Variable Clasificacion Mujeres n (%) Hombres n (%) Ch?) p-valor

Normopeso 33 (27.27) 13 (10.74)

IMC (kg/m? Sobrepeso 31 (25.62) 21 (17.36) 2.1716y) 0.338
Obesidad 13 (10.74) 10 (8.26)
Normal 37 (43.53) 18 (21.18)

Colesterol (mg/dL) 1.6068;) 0.205
Elevado 16 (18.82) 14 (16.47)
S Normal 43 (50.59) 12 (14.12)

Triglicéridos (mg/dL) 16.6331(y) 0.000
Elevado 10 (11.76) 20 (23.53)
ion diastoli Normal 60 (53.57 30 (26.79

Presion diastdlica _ ( ) ( ) 007240, 0.788
(mmHg) Prehipertenso 14 (12.50) 8 (7.14)

* Se considerd un p<0,05.
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Analisis genéticos

En la muestra analizada se observd los siguientes geno-
tipos: 142 GG, 2 GC y 3 CC. Las frecuencias genotipicas:
0.96 GG, 0.014 CG y 0,020 CC. Las frecuencias alélicas:
0.027 C y 0.973 G. Se evalud el equilibrio de Hardy-
Weinberg con el fin de establecer las frecuencias que deben
observarse en la poblacién el estadistico empleado es el
Chi2 = 81.153(;y (p = 0.000) y se calculd la estructura
poblacional mediante la prueba Fst = 0.743.

Analisis bivariados

Para evaluar la asociacion del IMC (variable dependiente)
con las variables de interés construyeron tablas de
contingencia y se empled la prueba de Chi2: Colesterol
(Chi2 () = 0.0969; p = 0.953); triglicéridos (Chi? () =
1.0784; p = 0.583); presion diastdlica (Chi? ) = 2.9575;
p = 0.228) y sexo (Chi? ;) = 2.1716; p = 0.338). En cuanto
a los analisis bioquimicos el colesterol fue la Unica variable
con diferencias significativas respecto al sexo. De acuerdo
con los resultados de la prueba de probabilidad exacta de
Fisher, no existe asociacion los genotipos del polimorfismo
rs4998 con el IMC y ninguna de las variables descritas en
la tabla 2.

DISCUSION

Respecto a las frecuencias alélicas encontradas en la
muestra de estudio, estas son similares a las publicadas en
dbSNP Short Genetic Variations del NCBI, donde se evidencia
que el alelo mutado (G) se encuentra en mayor proporcion en
varias poblaciones. El genotipo mas frecuente en este estudio
fue el GG (0.96), diferente al genotipo GC, el cual es mas
frecuente en poblaciones europeas (0.78) y Africa sub-
sahariana (0.83). El encontrar la poblacién en equilibrio de
Hardy-Weinberg indica que los individuos se estan mezclando
al azar.

En este estudio no se encontrd asociacion entre el IMC y
demas variables estudiadas al igual que con los genotipos del
rs4998 y los diferentes modelos de herencia; contrario a los
hallazgos de Oizumi y cols. (2001) citado en Espinosa G., C.
(2007), quienes reportaron que el genotipo Arg64Arg del gen
ADRBS3, si era un factor de riesgo 2.13 mas para obesidad y
Diabetes Mellitus Tipo 2 en una poblacion japonesa®.

CONCLUSIONES

Los programas que fomentan los estilos de vida son
importantes porque permiten mejorar las condiciones de vida
de los trabajadores y se debe realizar un monitoreo del perfil
lipidico y disminuir los factores de riesgo para enfermedad
coronaria. Se recomienda aumentar el tamafio de la muestra
y el nimero de polimorfismos para establecer asociacion con
otros genes y asi realizar una intervencion temprana de
diferentes enfermedades multifactoriales.
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