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Relacion entre polimorfismos en el gen ESR1 y el origen ancestral amerindio
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Resumen

El sindrome metabdlico (SM) es una combinacion de desérdenes metabdlicos que
estan asociado con un incremento en la susceptibilidad a diabetes tipo 2 (DT2) y
enfermedad cardiovascular (ECV). Diversos estudios han demostrado que
polimorfismos en el gen del ESR1 y la ancestria genética en poblaciones mestizas
participan en procesos y alteraciones metabdlicas, incluyendo ECV, resistencia a la
insulina, DT2 y el metabolismo de lipoproteinas. Objetivo: Evaluar la asociacion
entre los genotipos y haplotipos de los SNPs en el gen ESR1, la ancestria genética,
con el SMy el indice de riesgo de enfermedad coronaria cardiaca (ECC) en mujeres
guerrerenses. Metodologia: Se incluyeron 480 mujeres, de 30-65 afios no
relacionadas genéticamente, con dos generaciones nacidas en el estado de
Guerrero, a las cuales se les realizaron medidas antropométricas y perfil bioquimico
por medio de métodos enzimaticos, por medio de la técnica rapida no enziméatica se
extrajo ADN, la genotipificacion de los polimorfismos del ESR1 fue hecha por PCR
en tiempo real al igual que los Marcadores Informativos de Ancestria (AIMS).
Resultados: La prevalencia de SM fue del 33.1%, el score de riesgo promedio para
las mujeres con y sin SM fue de 22.8 y 15.1 respectivamente, las proporciones
promedio de ancestria fueron del 69.2% para la Nativo Americana, 27.1% para la
Europea y del 3.7% para la Africana. No se encontrd relacion entre las variantes
individuales en el gen ESR1 con SM, con la ancestria o con el indice de riesgo de
ECC, solo se encontr6 asociacion del genotipo AA del rs1884051 con niveles
elevados de glucosa (OR=2.9; p=0.013) en comparacion con el genotipo GG 0 AG y
del haplotipo ACTCCG con una disminucion al riesgo de SM (OR=0.02; p<0.001).
Conclusidon: Nuestros resultados muestran una leve participacion de las variantes
en el gen ESR1 en eventos metabdlicos relacionados con SM en una poblacion
mestiza. También se sugiere que estos SNPs en conjunto, pueden estar involucrados
en mecanismos relacionados con la disminucion al riesgo de SM, y por tanto, menor
riesgo de DT2 o ECC, y la ancestria Nativo Americana o Europea no contribuyen al

riesgo de SM o de ECC en las mujeres estudiadas.



Introduccion

Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es una combinacién de desdrdenes metabdlicos
gue esta asociado con un incremento en la susceptibilidad a diabetes tipo 2 (DT2) y
(ECV) (Wilson et al.,, 2005, Cruz et al, 2010). Se han propuesto multiples
definiciones, de acuerdo al ATP Ill (por sus siglas en inglés Adult Treatment Panel
lll), el SM esta caracterizado por tres o mas de las siguientes caracteristicas:
obesidad abdominal, niveles séricos disminuidos del colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad (cHDL) e incremento en los triglicéridos (TG) y glucosa en ayuno
(Antonopoulos, 2002). Un componente clave en el SM es la obesidad, padecimiento
cronico que se desarrolla por un desequilibrio entre la energia ingerida y la energia
gastada, se presentan alteraciones en la respuesta inmune, se genera un proceso de
inflamacion crénica y de bajo grado (Blancas-Flores et al., 2010, Martinez-Gomez et
al., 2011).

La DT2 es considerada la combinacion de factores genéticos, nutricionales y
ambientales, sugiriendo que influyen genes de susceptibilidad, entre los genes
polimérficos se encuentran el receptor a la insulina, el gen de la glucosinasa,
calpaina 10 y PPAR-g (Cruz et al., 2002, Martinez-Gomez et al., 2011). Se han hecho
estudios en diversos genes para determinar la asociaciéon de estos con la DT2, en
México los estudios de asociacién estan limitados, debido al alto porcentaje de
ancestria amerindia, europea y en menor proporcién africana (Martinez-Fierro et al.,
2009), en el afio 2010 Burguete-Garcia y colaboradores reportan, que el SNP
Gly972Arg en el gen del IRS1y Martinez Gomez y colaboradores en el 2011 en los
genes de IRS1 y TCF7L2 mostraron alto riesgo al desarrollo de diabetes tipo 2 en
poblacién mexicana (Burguete-Garcia et al., 2010, Martinez-Gomez et al., 2011).

La incidencia del SM difiere significativamente entre hombres y mujeres, lo cual
ha sido atribuido a los diferentes factores de riesgo y a la produccion hormonal (Miller
and Duckles, 2008a). Asi mismo, Las mujeres postmenopausicas tienen altas
prevalencias de SM y eventos cardiovasculares, relacionadas con la reduccion en la

produccion de estrégenos (Yoshihara et al., 2009).



Los estrogenos y su relacién con el sindrome metabdlico.

Los niveles de estrégenos se han relacionado con varios componentes del SM,
incluida la intolerancia a la glucosa, alteracién de lipidos, y de presion arterial,
alteraciones en la via de sefializacion de los estrégenos esta relacionado con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas (Toth et al., 2000, Shakir et al., 2007,
Faulds et al.,, 2012). Niveles de estradiol libre fueron significativamente altos en
mujeres con SM en comparacion con mujeres sin SM (Weinberg et al., 2006, Shakir
et al., 2007).

El 17b-estradiol (E2) participa en la regulacion fisiologica via difusiéon a través de
la membrana plasmatica de células blanco y la sefalizacion a través de receptores
especificos a estrogenos (REs). Estudios en mujeres postmenopausicas han
reportado asociaciones entre los REs y componentes del SM, de manera particular
con obesidad y dislipidemias (Gallagher et al., 2007). Estas asociaciones se deben
principalmente a polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) en el gen del receptor a
estrogenos 1 (ESR1) (Rebelo et al.,, 2012). Analisis de asociacion de SNPs y
haplotipos, proporcionan evidencias de que SNPs en este gen estan asociados con
diabetes, SM, resistencia a insulina, perfil de lipidos y adiposidad (Gallagher et al.,
2007). Los SNPs conocidos como Xbal y Pvull del gen ESR1 se han asociado con
SM, ECV y diabetes (Deroo and Korach, 2006).

Mecanismos de accion de los estrogenos.

Los estrégenos inducen cambios celulares a través de diferentes mecanismos. El
mecanismo genodmico clasico de la accion del RE ocurre normalmente en horas,
resultando en la activacion o represion de los genes blanco. En la via de sefalizacion
clasica la unién del ligando al RE provoca un cambio conformacional y la disociacion
de las proteinas de choque térmico (Hsp), promoviéndose la homodimerizacién y la
union con una alta afinidad a los elementos de respuesta a estrégenos (ERE), los

cuales son secuencias palindromicas en un promotor de un gen (Deroo and Korach,



2006, Acconcia and Marino, 2011). Después de la union con el ligando los REs,
actian sobre los ERE, estos RE interactan con cofactores (coactivadores o
correpresores) para regular la expresion génica (Noriega-Reyes and McCarron,
2008b) y dependiendo de los coreguladores presentes en la célula, el complejo
estrogeno-RE puede tener diversos efectos (Safe and Kim, 2008).

Por otro lado, los estrogenos pueden actuar con mayor rapidez via mecanismos
no gendmicos, ya sea a través del RE localizado en la membrana plasmatica, o a
través de otra proteina de unidn a estrogenos asociadas a la membrana plasmatica,
no-RE, (Deroo and Korach, 2006, Heldring et al., 2007). En varios tipos celulares, los
REs estan asociados con cavéolas y grandes complejos de proteinas, donde también
se encuentran otras moléculas que se cree promueven la eficiencia de la
sefalizacion.

Los REs también pueden actuar independiente del ligando para alterar la
transcripcion de genes, pueden ser fosforilados directamente permitiendo la union a
ERE o la unién al DNA indirectamente via factores de transcripcién, y asi modular la
transcripcion en ausencia de la union al ligando (Le Goff et al.,, 1994). La
fosforilacion en sitios especifico de serina como ser104 y serl06 son importantes en
la activacion de la transcripcion independiente del ligando(Thomas et al.,, 2008,
Lannigan, 2003). También, se ha demostrado que la activacion de la via de las
cinasas dependiente de cAMP o MAPK son activadas por la fosforilacion en el RE-q,
y se ha reportado que el RE-a puede ser fosforilado en la tirosina 537 (Murphy et al.,
2011).

Receptores a estrégenos

Existen al menos tres receptores para estrogenos: dos factores de transcripcion
activados por ligando, RE-a y RE-B. Un receptor acoplado a proteina G, GPER
(también conocido como GPR30) (Miller and Duckles, 2008b), otro menos definido es
el RE-X, del cual existen evidencias de su existencia en el cerebro (Toran-Allerand,
2004, Noriega-Reyes and McCarron, 2008a). EI RE-a estd formado por 595
aminoacidos, tiene 6 dominios denominados de la A a la F (Klinge, 2001), los



dominios N-terminal A-B, estan involucrados tanto en interacciones inter-molecular e
intra-molecular, como también tienen una funcion de activacion transcripcional
independiente del ligando (TAF-1). Los dominios de unién al DNA (DBD, region C)
permite al RE dimerizarse y unirse a secuencias de elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) en el DNA a través de sus dos estructuras de dedos de zinc. El
dominio D es la regién “bisagra” (H) tiene un papel en la dimerizacion del receptor y
en la union a proteinas de choque térmico (Hsp) chaperonas. La region C-terminal
contiene el dominio de union a hormonas (HBD, dominios E y F), y la funcion de
activacion transcripcional dependiente de hormonas (TAF-2) (Mendelsohn and
Karas, 1999, Toran-Allerand, 2004, Farhat et al., 1996, Jiang and Huhtaniemi, 2004,
Marino et al., 2006, Deroo and Korach, 2006).

Los REs contienen dos regiones Illamadas funciones de activacion
transcripcionales (TAF-1 y TAF-2) importantes para la actividad transcripcional
dependiente de ligando. Las regiones TAF-1 y TAF-2 de REs interactian con un
namero de coactivadores transcripcionales. TAF-1 podria ser incluso activado
independiente del ligando, dependiendo del estado de fosforilacion del RE. En
particular, el residuo de Serll8 en la region TAF-1 del RE-a, como también en
residuos de Serl06 y Serl24 en la region TAF-1 de RE-B, son los sitios de
fosforilacién esenciales para la activacion independiente del ligando de REs a través
de la cascada de sefalizacion de las MAPK (por sus siglas en inglés Ras-mitogen

activated proteinkinase) (Lannigan, 2003, Orti et al., 1992)

Gen del receptor de estrégenos alfa (ESR1) y beta (ESR2)

El RE-a humano es un miembro de la familia de factores de transcripcidon
activados por ligando, el gen esta localizado en el cromosoma 6g25.1, compuesto
por 8 exones, 7 intrones y una region reguladora, abarca mas de 140 kilobases. El
RE-a esta compuesto de varios dominios importantes para la unién a hormonas y a
DNA, y activacion de la transcripcion (Kos et al., 2001, Jiang and Huhtaniemi, 2004).

Por otro lado, el gen del RE-B estad localizado en el cromosoma 14 q23-24.1,



compuesto por ocho exones, que comprende aproximadamente 40 kb (Figura 1).
(Gennari et al., 2005).

LDL/AF-2

RE-a 66-70 kDa
1 180 263 302 552 595
AIB NN ¢
N NN
Homologia 17% 95% 30% 55% 18%
RE-B 60-63 kDa

. 214 248 530

4~ NN\\[B )

Modificado de Huanget al., 2010

Figura 1. Organizacion de los dominios del RE-a y RE-B. Los RE consisten
de la region N-terminal involucrada en la transactivacién (dominios A/B AF-1), el
dominio de union al DNA (DBD, dominio C) la regién C-terminal que contiene el
dominio de unién al ligando (DBL, dominio E/F, AF-2) y la funci6on de
transactivacion-2 (AF-2). En porcentajes se indica la homologia entre el RE-a y
RE-B. (Huang et al., 2010, Marino et al., 2006)

RE-a en la homeostasis de la glucosa y sensibilidad a la insulina.

Los niveles de glucosa estan controlados la insulina y el glucagon. En
respuesta a niveles altos de glucosa, se libera proinsulina de las células B del

pancreas y es convertida a su forma activa. La insulina, estimula el gasto y

6



almacenamiento de glucosa en el muasculo esquelético y tejido adiposo, 0 como
glucégeno a través de la glucogenogénesis en el higado. Dos vias principales de
transduccion son activadas por accion de la insulina: la via de la PI3K y la via de
MAPK(Barros et al., 2009). Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la
insulina asociadas a la regulaciébn del metabolismo energético, de la expresion
genética y de efectos mitogénicos, la via de la PI3K es el principal mecanismo por el
que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de la glucosa y de
lipidos(Barros and Gustafsson, 2011).

Cuando la insulina se une a su receptor se activa una cascada de sefializacion
que involucra a varias proteinas entre ellas el IRS, PI3K, Akt y AMPK, que finalmente
resulta en la translocacion a la membrana plasmatica del transportador de glucosa 4
(GLUT4), permitiendo la entrada de la glucosa a la célula (Zhou et al., 1999,
Bjornholm and Zierath, 2005). La DT2 es caracterizada por niveles elevados de
glucosa en sangre y RI. La deficiencia, intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia,
fue observada en hombres que carecen del RE-a. Una funcion metabdlica del RE-a
se ha sustentado en estudios con animales, en los que se sugiere efectos
dependientes de estrogenos en la homeostasis de la glucosa a través del RE-a y RE-
B (Heine et al., 2000).

Se ha demostrado que El RE-a esta involucrado en mantener el metabolismo
de la glucosa en varios tejidos incluyendo higado, musculo esquelético, tejido
adiposo y células B del pancreas y sistema nervioso central (Okura et al., 2003).
Mujeres pre-menopausicas son mas sensibles a la insulina con mejora a la tolerancia
a la glucosa y son mas resistentes al desarrollo de la RI en comparacién con
hombres, asi mismo, muestran un incremento en la expresion de GLUT4 (Zhou et al.,
1999). Los estrogenos también son conocidos que regulan la funcion de las células 3
del pancreas a través de un mecanismo dependiente del RE-a La liberacion de
insulina dependiente de estrogenos en cultivo de islotes pancreaticos, se encontro
reducida en ratones deficientes de RE-a, comparados con islotes derivados de

ratones deficientes de RE-B.(Alonso-Magdalena et al., 2008).



Asociacion de los genes ESR1, LPL y CETP en el metabolismo de lipidos

Los niveles de lipidos en plasma estan relacionados con factores ambientales,
consumo de tabaco, peso corporal, consumo de grasa en la dieta (Antonopoulos,
2002, Sviridov and Nestel, 2007). Las lipoproteinas ricas en TG, lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y quilomicrones son secretados por el higado e intestino y
experimentar un rapido catabolismo a remanentes de lipoproteinas. La lipoproteina
lipasa (LPL) lipasa hepdatica y la apoproteina. (Apo) C-lll son importantes en el
catabolismo de lipoproteinas ricas en TG (Redgrave, 2004). Apo A-l, el principal
componente de la HDL, esta es secretada por el higado e intestinos como una
particula de HDL pobre en lipidos adquiriendo colesterol libre de tejidos periféricos
por interaccion con el casette de unién a ATP A1(ABCAl) y receptores G1 (ABCG1)
(Rader, 2006). También, polimorfismos en genes involucrados en el metabolismo de
lipoproteinas explican la variabilidad individual en los niveles de lipidos en plasma.
Los polimorfismos en el ESR1 estan relacionados con niveles en plasma de HDL vy
Apo A-l, con niveles de TG debido al incremento en la produccién de VLDL, reducen
los niveles de LDL por la sobre regulacion del receptor de la LDL (Zhu et al., 1999,
Herrington, 2003).

La proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP) es una enzima
importantes en el metabolismo de las particulas de HDL y el transporte reverso del
colesterol. La CETP participa en el intercambio de esteres de colesterol de TG entre
LDL, HDL y particulas de lipoproteinas ricas en TG, resultando en un enriquecimiento
de particulas de HDL y LDL en TG (Morton, 1999, Thuren, 2000). Variantes en el gen
de la CETP podrian dar como resultados cambios en la funcion de la proteina. En
humanos una deficiencia en la CETP esta caracterizado con un incremento en el c-
HDL, mientras un incremento en la actividad de esta se asocia con una disminucion
en los niveles de c-HDL (lkewaki et al., 1993, Lopez-Rios et al., 2011). La variante
TaglB en el gen de la CETP esta localizado en el primer intron y esta en desequilibrio
de ligamiento con una mutacion funcional en la regién promotora (Klerkx et al., 2003).
El alelo G, también llamado B1, esta asociado con la actividad enzimatica mas alta y
los niveles mas bajos de c-HDL (Demissie et al., 2006).



La lipoproteina lipasa (LPL), es una enzima importante en el metabolismo de
lipoproteinas, hidroliza TGs de VLDL para formar LDL. El gen de la LPL se localiza
en el cromosoma 8p22, tiene una longitud aproximada de 30 kb y contiene 10
exones (Sparkes et al., 1987). El gen presenta varios sitios polimorficos, entre ellos
los polimorfismos Hindlll (rs320) y S447K (rs328) se han asociado con cambios en
el perfil lipidico, aumento en el riesgo cardiovascular y DT2 (Mufioz-Barrios et al.,
2012, Daoud et al., 2013). El polimorfismo Hindlll se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con S447X, al alelo T del Hiindlll se le ha asociado con un incremento en
los niveles de TG y niveles de HDL disminuidos, sin embargo, al alelo G se ha
relacionado con niveles de TG disminuidos (Chen et al., 2008). Para el polimorfismo
S447X, se ha observado que la estabilidad y actividad catalitica en su forma truncada
es normal pudiendo estar en altas concentraciones en circulaciébn, dando como
resultado una alta actividad de la LPL, por lo cual considera protector, debido a que
se le ha asociado con niveles disminuidos de TG e incrementados de HDL,

disminuyendo asi el riesgo de ECV (Rip et al., 2006).

Polimorfismos en el gen del ESR1

La revision genética del locus del gen ESR1 ha revelado la existencia de varios
sitios polimorficos. Los mas estudiados son los SNPs rs2234693 (T397C) y
rs9340799 (C351G) en el intrén 1, y las (TA)n, repeticiones en tandem de numeros
variables en la region promotora. Estos polimorfismos se han asociado con varias
condiciones patolégicas como son cancer de mama y prostata, osteoporosis, asi
como con el riesgo de accidente cerebrovascular, enfermedades cardiovasculares y
SM (Lu et al., 2002, Shearman et al., 2003, Cai et al., 2003, Gennari et al., 2005,
Chae et al., 2009, Shearman et al., 2005) (Almeida and Hutz, 2006). Otras variantes
en el gen del ESR1 han sido asociadas con componentes del SM, incluyendo
obesidad, cHDL, presion sanguinea y diabetes tipo 2, asi como también con la
lipoproteina aterogénica LDL. En un estudio realizado por Gallaghe y colaboradores



en familias afroamericanas, encontraron una asociacion significativa entre SNPs del
gen ESR1 y el SM, diabetes tipo 2 , sensibilidad a la insulina, insulina en ayuno,
triglicéridos, LDL, colesterol, IMC, circunferencia de cintura y tejido adiposo
subcutaneo (Gallagher et al., 2007)

Dado que la prevalencia de un alelo de riesgo varia debido al fondo genético y
varia en impacto por la frecuencia de una poblacién a otra, el mapeo por mezcla (sus
siglas en inglés: admixture mapping) permite la identificacion de factores de riesgo
genéticos y enfermedades que pueden tener efectos de confusion en los estudios de
asociacion genética. Para esto se han usado los marcadores informativos de
ancestralidad (AIMSs).

Marcadores informativos de ancestralidad

Mezcla poblacional

La mezcla poblacional ocurre cuando dos o mas poblaciones antes aisladas
interaccionan entre si, a las poblaciones anteriormente aisladas se les conoce como
ancestral o parental y a la nueva poblacion formada se le conoce como mezcla
(admixture), los individuos mezclados tienen una ancestria mezclada. EI mapeo por
mezcla es un método para capitalizar una mezcla reciente para correlacionar la

ancestria en de un loci genético con un fenotipo (Shriner, 2013).

La mayoria de la variacion genética es compartida entre las poblaciones, pero las
frecuencias alélicas pueden variar a veces de manera importante. Por ejemplo el
antigeno null Duffy tiene una frecuencia de ~100% en poblaciones del oeste de
Africa y ~0% en la poblacién no africana(Hodgson et al., 2014). El mapeo por mezcla
(Admixture mapping) estd diseflado para localizar loci genéticos basado en la
suposicién de que la variante causal que lleva a un incremento al riesgo ocurre con
mayor frecuentemente en los segmentos cromosomicos heredados de la poblacion

ancestral que tiene mayor riesgo de enfermedad (Shriner et al., 2011). Los datos
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requeridos para un mapeo por mezcla incluyen los datos de los fenotipos para las
muestras de las poblaciones mezcladas y ancestrales.

Los métodos originales fueron basados en un numero minimo de marcadores
probados a variar ampliamente en frecuencia a través de las poblaciones ancestrales
(Smith et al., 2004). Estos marcadores son conocidos como marcadores informativos
de ancestralidad (AIMs), estos son polimorfismos que muestran las grandes
diferencias entre poblaciones, estos marcadores pueden ser Utiles para proporcionar
informacion acerca de la ancestria a nivel de poblacion, de subgrupo o individual.
Asimismo, los AlMs se utilizan a menudo en estudios de asociacion genética para la
prueba de homogeneidad genética y corregir la posible estratificacion de la
poblaciéon. Los AIMs que comuUnmente se utilizan son los microsatélites (STRs, por
sus siglas en inglés Short Tamden Repeats), polimorfismos de insercién-delecion o
SNPs que son seleccionados dependiendo de la informacion que aporten (Shriver et
al., 2003, Budowle and van Daal, 2008).

La mayoria de la poblacion mexicana esta constituida por mestizos, grupo con
bagaje derivado de los habitantes nativos americanos que radicaban en México, de
emigrantes europeos, principalmente espafioles que llegaron después de la
conquista a México por Hernan Cortés en el Siglo XVI, y por un grupo minoritario de
africanos occidentales que fueron traidos como esclavos a México durante los Siglos
XVI al XVIII (Beltran, 1981, Stavenhagen R and T., 1997).

El estudio de la mezcla de las poblaciones es relevante desde el punto de vista
histérico y antropoldgico, especialmente con las herramientas moleculares modernas
qgue permite conocer de forma mas especifica la historia de las poblaciones y los
patrones de migracién. Ademas, se ha incrementado el interés en conocer la mezcla
poblacional desde el punto de vista biomédico lo que posibilitara hacer un mapa de
genes con la poblacion actual, bajo el concepto de las variaciones génicas y la
susceptibilidad genética a padecer una enfermedad. Este abordaje es conocido como
el andlisis de la mezcla génica poblacional (por sus siglas en inglés: admixture

mapping) (Hoggart et al., 2004, Patterson et al., 2004, Nievergelt and Schork, 2005)
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Por otro lado, el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) reporta a la
poblacion guerrerense la de mayor ancestria amerindia con el 67%, de ancestria
europea el 28.4 %, en menor proporcion la africana y asiatica oriental con el 4.5% y
1% respectivamente.

Poblaciones con una historia reciente de historia de mezcla génica (por ejemplo,
menos de 20 generaciones), como lo que ha sucedido en la mayoria de las
poblaciones en el norte, centro y Sudamérica y el Caribe, son ideales o se ajustan
perfectamente para el estudio de la mezcla génica poblacional (Parra et al., 1998).

La historia de la mezcla de cada poblacion determina la densidad del mapa
genético requerido; para elaborar un mapeo resolutivo y el andlisis fino. Asi la
primera etapa para la planeacion del estudio de la mezcla génica poblacional, debe
incluir tanto la historia y la dinamica de la mezcla en la poblacion en que se pretenda
estudiar (Patterson et al., 2004, Hoggart et al.,, 2004). En los Estados Unidos de
Norteamérica, la poblacién con alto contenido de ancestros europeos tiene un bajo
riesgo al desarrollo de diabetes, comparado con nativos americanos, latinos y
poblacién afroamericana. Los nativos americanos tienen 2.2 veces mas riesgo de
tener diabetes en comparacion con la poblacion con historia ancestral europea con
edades similares. De igual manera, se ha observado que los individuos con
ancestros mexicanos presentan el doble de riesgo de diabetes, comparado con la

poblacién con ancestros europeos (Permutt et al., 2005).

Se ha demostrado que variantes en el gen del ESR1 pueden influir en el riesgo de
SM, ECC vy diabetes, asi como también se ha observado que individuos con
ancestros mexicanos presentan el doble de riesgo de padecer SM y diabetes. Debido
a esto es importante evaluar la asociacion entre los genotipos y haplotipos de los
SNPs en el gen ESR1, la ancestria genética, con el SM vy el indice de riesgo de

enfermedad coronaria cardiaca (ECC) en mujeres guerrerenses.
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CAPITULO |

Polymorphisms in the LPL and CETP genes and haplotype in the
ESR1 gene are associated with metabolic syndrome in women from
Southwestern Mexico
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Abstract: Metabolic syndrome (MetS) is a combination of metabolic disorders associated
with an increased risk for cardiovascular disease (CVD), studies in women reported
associations between polymorphisms in ESR1, LPL and CETP genes and MetS. Our aim was
to evaluate the association between variants in ESR1, LPL and CETP genes with MetS and its
components. 480 women were analyzed, anthropometric features and biochemical profile were
evaluated and genotyping was performed by real-time-PCR. We found an association with
elevated glucose levels [odds ratio (OR)=2.9; p=0.013] in carrying the AA genotype of
rs1884051 in the ESR1 gene compared with the GG genotype, the CC genotype of rs328 in the
LPL gene is associated with MetS compared to the CG or GG genotype (OR=2.8; p=0.04).
Moreover, the GA genotype of rs708272 in the CETP gene is associated with MetS compared
to the GG or AA genotype (OR=1.8; p=0.006). In addition the ACTCCG haplotype in ESR1
gene is associated with a decrease in the risk of MetS (OR=0.02; p<0.001). In conclusion, our
results show the involvement of the variants of ESR1, LPL and CETP genes in metabolic
events related to MetS or some of its features.

Keywords: Metabolic syndrome; LPL and CETP polymorphisms; ESR1 haplotype.
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1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a combination of metabolic disorders and is associated with an
increased risk for cardiovascular disease (CVD) and type 2 diabetes (T2D) in both genders [1]. The MetS
traits, as defined by the National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP
I11), include an increased waist circumference, blood pressure elevation, low high density lipoprotein
cholesterol (HDL-c), high triglycerides (TG) and hyperglycemia. This syndrome is considered to be
present when at least 3 of the 5 traits are present, and affected individuals generally are insulin resistant [2,
3]. The incidence of MetS differs significantly between men and women, which has been attributed to
differences in risk factors and hormone production [4].

Studies in women associations have been reported between estrogen receptor (ESR1 or ESR2) with
MetS or its components, particularly with obesity and dyslipidemia [5], these associations might be
explained by single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ESR1 gene, as reported by some studies [6,
7]. Moreover, SNPs in the lipoprotein lipase (LPL) and cholesteryl ester transfer protein (CETP) genes
have been implicated in lipid abnormalities characteristic of MetS, where a decrease of the LPL is
associated with hypertriglyceridemia and atherosclerosis, which, under normal conditions, hydrolyzes TG
of chylomicrons and the very low density lipoproteins (VLDL), and CETP has the function of transferring
cholesteryl esters from HDL to low density lipoprotein (LDL) as well as VLDL [8, 9]. Given the close
relationship between TG and HDL-c metabolism with various polymorphisms in the genes mentioned, the
study of these SNPs in women from Southwestern Mexico may be of interest, due to the genetic diversity
of populations. Therefore, our interest was to evaluate the association between SNPs and haplotypes in the
ESR1, LPL, CETP genes with MetS or its components, in Mexican-Mestizo women. We found association
between two polymorphisms in the LPL and CETP genes and a haplotype in the ESR1 gene with MetS
regardless of the admixture proportions.

Results

The average age of women participants was 46 years, 159 of them were diagnosed with MetS, with a
prevalence of 33.1%. No significant differences were found in serum levels of atherogenic risk of LDL-c
(=160 mg/dl) among women with MetS compared to those who did not have the syndrome. Estimates of
admixture proportions were obtained with the program ADMIXMAP v.3.8, using data from 104 ancestry
informative markers (AIMs). The average Native American, European and African contributions were
69.2%, 27.1% and 3.7%, respectively, and were similar in women with or without MetS (Table 1).

Table 1. Somatometric, clinical and ancestry characteristics in women with and without MetS

MetS Without MetS

Characteristic n =480 n=159 (33.1%) n=321 (66.9%6) P
Age (y) 46 (38-53) 51 (44-56) 43 (36-50) <0.0017
BMI (kg/m?) 27.3 (24.8-30.3) 29.2 (27-33.4) 26.3 (24-29) <0.001"
Abdominal obesity, n (%) 271 (56.5) 141 (88.7) 130 (40.5) <0.001*
% Body fat 36.6 (31.4-40.9) 39.5 (35.4-43.6) 35.4(29.7-38.8)  <0.001'
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% Water 44.4 (41.8-47.9) 42.2 (39.9-45.1) 45.3 (43-48.9) <0.0017

BP systolic, (mm HQ) 116 (107-127) 129 (117-137) 112 (105-120) <0.001f

BP diastolic, (mm Hg) 73.5(67-81) 79 (71-86) 71 (66-78) <0.001"

Glucose (mg/dL) 79.7 (71.5-89) 86 (77-107) 76.9 (70-83.4) <0.001"

> 110, n (%) 54 (11.3) 43 (27) 11 (3.4) <0.001%

Total cholesterol (mg/dL) 172 (146.7-197) 184.3 (159.9-207) 165 (142-191.1)  <0.001%
>200, n (%) 115 (24) 49 (30.8) 66 (20.6) 0.013*

Triglycerides, (mg/DlI) 130.5 (93.4-170.8) 170 (145-212.5) 110 (80.5-141)  <0.001f

> 150, n (%) 175 (36.5) 114 (71.7) 61 (19) <0.001%

HDL-c, (mg/dL) 39.9 (32.3-49.5) 37.6 (31.5-44.2) 40.4 (33.5-53.5)  <0.001"

<50, n (%) 366 (76.3) 147 (92.5) 219 (68.2) <0.001%
LDL-c, mg/dL 119 (90.5-157.2) 126.3 (95.3-168.3)  112.9 (88.8-155) 0.04f

> 160, n (%) 114 (23.9) 42 (26.8) 72 (22.5) 0.306*
Exercise, n (%) 235 (49.1) 80 (50.6) 155 (48.3) 0.629¢
Years of schooling 17 (12-18) 17 (12-18) 17 (12-19) 0.155
Ancestry, %

Native American 69.2 68.8 69.4 0.548"
European 27.1 21.7 26.7 0.275f
African 3.7 3.5 3.9 0.602°

Data are reported as medians (25" - 75" percentile) or as noted in table.
T Mann-Whitney test; * Chi-square test.
BMI: body mass index; BP: Blood pressure; HDL-c: High density lipoprotein cholesterol; LDL-c: Low density
lipoprotein cholesterol.

Table 2 shows the genotype distribution in women with and without MetS, as well as the comparison
between the allelic frequencies obtained in the study with those reported in the database of SNPs of the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html).

Table 2. Genotype distribution and allele frequencies of the ESR1, LPL and CETP variants in
the women with and without MetS, and allele frequencies reported by the database of SNP

(dbSNP)
Allele
Allele . .
SNP Total . frequencies MetS Without MetS pt
Frequencies
(dbSNP-NCBI)
ESR1 n (%) n (%) n (%)
rs1884051
AA 95 (19.8) A:0.442 A=0.509 29 (18.2) 66 (20.6) 0.251
AG 234 (48.7) G: 0.558 G=0.491 86 (54.1) 148 (46.1)
GG 151 (31.5) 44 (27.7) 107 (33.3)
rs3798577
TT 142 (29.6) T:0.539 T=0.536 44 (27.7) 98 (30.5) 0.740
CT 233 (48.5) C:0.461 C=0.464 81 (50.9) 152 (47.4)
CC 105 (21.9) 34 (21.4) 71(22.1)

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html

77

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Int. J. Mol. Sci. 2015, 16

rs2077647
TT 146 (30.4) T: 0.557 T=0.533 49 (30.8) 97 (30.2)
CT 243 (50.6) C:0.443 C=0.467 80 (50.3) 163 (50.8) 0.991
CcC 91 (19.0) 30 (18.9) 61 (19.0)
rs1801132
CcC 190 (39.6) C:0.624 C=0.718 64 (40.2) 126 (39.2) 0.975
CG 219 (45.6) G: 0.376 G=0.282 72 (45.3) 147 (45.8)
GG 71 (14.8) 23 (14.5) 48 (15.0)
rs2234693
TT 270 (56.3) T=0.742* T=0.554* 93 (58.5) 177 (55.1) 0.254
CT 172 (35.8) C=0.258 C=0.446 58 (36.5) 114 (35.5)
CcC 38 (7.9) 8 (5.0) 30 (9.4)
rs9340799
AA 295 (61.5) A=0.768 A=0.719 102 (64.2) 193 (60.1) 0.309
AG 147 (30.6) G=0.232 G=0.281 42 (26.4) 105 (32.7)
GG 38 (7.9) 15 (9.4) 23(7.2)
LPL
rs320
TT 325 (67.7) T=0.821 T=0.738 108 (67.9) 217 (67.6) 0.366
TG 138 (28.8) G=0.179 G=0.262 48 (30.2) 90 (28.0)
GG 17 (3.5) 3(1.9) 14 (4.4)
rs328
cC 444 (92.5) C=0.961 C=0.907 152 (95.6) 292 (91.0) 0.043
CG 35 (7.3) G=0.039 G=0.093 6 (3.8) 29 (9.0)
GG 1(0.2) 1 (0.6) 0
CETP
rs708272
GG 115 (24.0) G=0.493* G=0.622* 32 (20.1) 83 (25.9) 0.032
GA 243 (50.6) A=0.507 A=0.378 94 (59.1) 149 (46.4)
AA 122 (25.4) 33 (20.8) 89 (27.7)

* Chi-square test: * significant differences.

Significant differences were found in the allelic frequencies reported in the NCBI database in two
SNPs (rs2234693 and rs708272) compared with those found in this investigation (p<0.05). Genotype
frequencies among women without MetS were consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
test. The highest frequencies of the minor allele (MAF) of polymorphisms in the ESR1 gene corresponded
to the rs1884051-G (55.8%), rs3798577-C (46.1%), rs2077647-C (44.3%), rs1801132-G (37.6%) and the
lowest frequencies to rs2234693-C (25.8%) and rs9340799-G (23.2%). While the frequency of the minor
allele of the rs708272-A in the CETP gene was 50.7%. The lowest frequency of the minor allele was
found in the rs328-G (3.9%) in the LPL gene. No significant differences were found in the genotypic
frequencies of the six SNPs in the gene ESR1, nor for rs320 SNP in the LPL gene (p>0.05) in women who
had MetS compared with those who did not have the syndrome. While for the SNPs rs328 and rs708272
in the LPL and CETP genes respectively, significant differences were found (Table 2).
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89 The association analysis showed that polymorphisms in the ESR1 gene were not associated with MetS,
90 however, we found a significant association between women carrying the AA genotype of rs1884051 with
91 elevated glucose levels (>110 mg/dl) or previous diagnosis of T2D compared to the carriers of the GG
92  genotype (OR=2.9; 95%CI: 1.2-6.6; p=0.013). We found in a model of recessive inheritance significant
93  association of the CC genotype of rs328 in the LPL gene with MetS compared to women carrying the CG
94  or GG genotype (OR=2.8; 95%CI: 1.1-6.9; p=0.04), finding association of this genotype with high levels
95  of glucose (OR=5.5; p=0.10), high blood pressure (OR=2.5; p=0.08), and raised TG (OR=1.4; p=0.36),
96  but no statistical significance was found. Moreover, in a model of overdominant inheritance, we found
97  significant association of the GA genotype of rs708272 in the CETP gene with MetS compared to women
98 carrying the GG or AA genotype (OR=1.8; 95%CI: 1.2-2.7; p=0.006) (Figure 1). While the GG or AA
99 genotypes compared with the GA reduces the risk of MetS to 53% (p=0.01) and 59% (p=0.04),
100 respectively, regardless of age, years of schooling and admixture proportion.
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102 Figure 1. Association between genotypes of LPL and CETP genes with MetS. a) Genotype
103 frequencies of rs328 (LPL) by group with and without MetS. b) Logistic regression model
104 adjusted by age, years of schooling and by the admixture proportion (Native American,
105 European and African), CG+GG genotypes were the reference group (OR=1.0). ¢) Genotype
106 frequencies of rs708272 (CETP) by group with and without MetS. d) Logistic regression
107 model adjusted for age, years of schooling and by the admixture proportion (Native American,
108 European and African), GG+AA genotypes were the reference group (OR = 1.0).
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Haplotype frequencies in the ESR1 gene were calculated, finding that the haplotype GCCCTA was the
most frequent (0.097). A significant decrease in the risk of MetS was found with ACTCCG haplotype
(freq=0.019) compared to most frequent haplotype (OR=0.02; 95%CI: 0.01-0.03; p<0.001). The genetic
association analysis (SNPs and haplotypes) were performed through logistic regression models adjusted
for age, years of schooling and by the proportion of Native American and European ancestry.
Furthermore, we found strong linkage disequilibrium between several SNPs in the ESR1 gene, the
information is shown in Figure 2.

Linkage Disequilibrium

rs2077647  rs3798577  rs1801132  rs2234693  rs9340799

0.03015
0.5483
0.458994

0.05608
2.0462
0.152582

0.00556
0.0147
0.903651

0.07154
2.1634
0.141332

0.04995
0.9162
0.338481

0.086238
2.1328
0.1441176

0.02289
0.1304
0.718013

D’
XZ
P-value

Marker 1
rs2234693 rs1801132 rs3798577 rs2077647 rs1884051

Marker 2

Figure 2. Map of linkage disequilibrium (LD) between the SNPs of the ESR1 gene. The
figure provided the statistics employed to determine the LD, the degree of shading indicates
higher (p<0.0001), low (p<0.05) and no significant (p>0.05) LD, respectively.

Discussion

MetS is defined by a constellation of an interconnected physiological, biochemical, clinical, and
metabolic factors that directly increases the risk of atherosclerotic cardiovascular disease, T2D, and all
cause mortality [12]. The prevalence of MetS in the world is high and significantly elevated in Latin
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America. Low prevalence has been reported in individuals with Dominican ancestry (14%) and higher in
the Brazilian population [13]. In the study by Hess et al. in a population of Hispanic/Latino diverse origin,
they found a prevalence of 36% among women and 34% in men, among women the metabolic syndrome
prevalence ranged from 27% in South Americans to 41% in Puerto Ricans [14]. In our study we found a
prevalence of MetS of 33.1%, noting that it was lower than that reported in the country (42.2%) [15]. A
number of potential candidate genes have been suggested according to their biological relevance and
many of these have been strongly associated with MetS in different populations. In this study the
relationship between SNPs in the ESR1, LPL and CETP genes with MetS and its components was
analyzed, in women from Southwestern Mexico.

The genetic association has been described for SNPs in the ESR1 gene with various pathological
conditions, including CVD, DT2, hypertension, and lipoprotein metabolism [16, 17]. In the present study,
we found no association of SNPs in the ESR1 gene with MetS, results coincide with those reported by
Goulart, et al. where they found no relation of SNPs in ESR1 and ESR2 genes with MetS in Caucasian
postmenopausal women [18], however, in the study conducted in young women by Rebelo et al. they
found no association between rs2234693 and rs9340799 SNPs with metabolic variables (total cholesterol,
HDL-c, LDL-c, and triglycerides) [19]. Moreover Gallagher et al. in African American families, they
reported the association of rs9340799 polymorphism in the ESR1 gene with MetS, and the C allele of
rs2234693 with reduced insulin sensitivity [20]. In our study, only the AA genotype of SNP rs1884051
was found to be associated with elevated glucose levels, indicating that this variant may contribute to
insulin resistance.

In the haplotype analysis for the six SNPs of the ESR1 gene, we found significant decrease in the risk
of MetS attributed to haplotype ACTCCG (p<0.001), the study of Gallagher et al. reported not having
found significant association between haplotypes with MetS [20]. As mentioned Gallagher et al., derived
from other studies, in animal models of the ESR1 gene support pleiotropic effects on phenotypes related to
diabetes and CVD risk because male and female ESR1 knockout mice exhibit insulin resistance, impaired
glucose tolerance, and obesity. A human male with an ESR1-null mutation had insulin resistance,
impaired glucose tolerance and obesity [20].

In order to minimize bias by population stratification, all logistic regression models used in the
assessment of the associations in this study were adjusted for the contribution of admixture proportion, as
well as by other confounding factors.

The LPL and CETP enzymes participant in lipid metabolism, the LPL catalyzes the hydrolysis of TG
of VLDLs and chylomicrons and enhances the HDL-c level by processing HDL to its mature form, while
CETP facilitates the transfer of cholesteryl esters from HDL to apolipoprotein (Apo) B-containing
lipoproteins (VLDL, LDL), and exchanges them for cholesteryl esters from HDL. It has been reported that
a deficiency of LPL and CETP enzymes are related to the development of atherosclerosis, this deficiency
could be related to mutations or variants in their genes, or by altering molecules involved in its
metabolism [9, 21].

Several studies have found an association of SNP rs328 (S447X) in the LPL gene with lipid levels.
Ariza et al. found a significant decrease in serum TG levels in subjects carrying the GG (XX) genotype of
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rs328 [22], similar results are reported by Webster et al. where they indicate that the 447X (G) allele at the
rs328 was associated with reduced TG levels (p=0.0004) and raised HDL-c levels (p=0.0004), the authors
mention that their results are limited to people with European ancestry and because they only studied four
variants in three genes involved in DT2, though many common variants have been identified that
influence metabolic traits and diabetes risk, additional studies are required [23]. On the other hand,
contrary to the studies described above, Emamian et al. found that CG+GG genotypes were significantly
associated with increased concentrations of TG (p=0.044), mentioning that one of the main limitations of
the study was the modest sample size [24]. In our study, we found significant association (p=0.04)
between women carrying the CC genotype rs328 with MetS compared with the carriers of the GG or CG
genotypes, finding association of this genotype with high blood pressure, high levels of glucose and
triglycerides, to have no statistical significance. We found low frequency of the GG genotype (3.5%),
which may be a limiting factor, so further studies are needed with a larger sample size to confirm this
association.

A number of SNPs have been described in the CETP gene. Most of these SNPs are associated with
reduced plasma CETP and HDL-c concentrations. Interestingly, environmental factors have been shown
to contribute to the association strength between these SNPs in the CETP gene and HDL-c concentration.
It has been reported that the SNP rs708272 (TaqlB) in the CETP gene influences CETP, HDL-c
concentration, and LDL-size. Carriers of the A (B2) allele of this polymorphism have been associated
with significantly decreased CETP concentrations, raised HDL-c levels, and increased LDL-particle
diameter [25]. Lopez-Rios et al., found in a population of Spain, that the GG (B1B1) genotype carriers
showed significantly lower HDLc concentrations than the B2-allele (A) carriers (p<0.001), as well as
higher glucose levels after the oral glucose tolerance test [26]. Similar results were found by Elsammak et
al. who reported similar genotypic frequencies to our study, and that serum levels of HDL-c was
significantly higher in subjects with the AA (B2B2) genotype than those with B1B1 genotype, also they
found a significant difference in the distribution of the different genotypes of the TaglB polymorphism
between controls and patients with metabolic syndrome (p=0.03) [27].

In this study we found, in a model of overdominant inheritance, an increased risk of MetS in women
carrying GA genotype (OR=1.8; 95%CI:1.2-2.8; p=0.006) compared with carriers of AA or GG
genotypes, even after adjusting for confounding factors such as age, years of schooling and by the
admixture proportion (Native American, European and African). This may mean that the homozygous be
for both alleles confer protection to the development of MetS, as indicated by our results, and that having
a copy for both alleles (heterozygous) alters this protection. Experimental studies are needed to confirm or
refute this hypothesis.

Materials and Methods

1.1. Subjects
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A cross-sectional study was conducted in 480 female university workers, older than 30 years, residents
and native of Guerrero, Mexico, a state located in the southwestern part of the country, whose parents and
grandparents were also born in Guerrero. Pregnant women, with myocardial infarction, angina pectoris,
cancer or hormone replacement therapy, were excluded. The project was approved by the Ethics
Committee of the Autonomous University of Guerrero. All women agreed to participate in the study by
means of written informed consent. Measurements of weight, height, waist circumference (WC) and blood
pressure (BP) were performed on each of the women participating in the study. Blood samples were

obtained after fasting for 12 hours for biochemical measurements and DNA extraction.
1.2. Diagnosis of Metabolic Syndrome

We used the criteria from the NCEP-ATP I1Il for the diagnosis of MetS for women: waist
circumference >88cm (abdominal obesity), blood pressure elevation (>130/85 mmHg), low HDL-c (<50
mg/dL), high triglycerides (=150 mg/dL), and hyperglycemia (fasting glucose >110 mg/dL or a previous

diagnosis of diabetes).
1.3. Biochemical Assays

Serum levels of glucose, total cholesterol, triglycerides, HDL-c and LDL-c were determined using

conventional enzymatic methods with commercially available kits (Spinreact, Spain).
1.4. Genomic DNA Isolation and Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using the nonenzymatic rapid technique
[10]. Six SNPs were genotyped in the ESR1 gene (rs1884051, rs2077647, rs3798577, rs1801132,
rs2234693, rs9340799), two in the LPL gene (rs328 and rs320) and one in the CETP gene (rs708272),
using the 5’-nuclease assay for real-time PCR with specific TagMan probe for each SNP (7500 Real-
Time, Life Technology, Applied Biosystems, USA). In 10% of randomly selected samples, genotyping

was performed in duplicate and 100% concordance was found.
1.5. Ancestry Informative Markers

In order to reduce population stratification bias, a panel of ancestry informative markers (AIMs) was
determined. The AIMs used in this study were biallelic SNPs that were selected with Affymetrix Human
100K chip, based on the informativeness for ancestry in the ancestral population samples genotyped.
Because our population is a mixture of the three ancestral populations: African, European and Native
Americans, SNPs were selected if the difference in allele frequency (delta value) was at least 0.5 (scale of
0 al) between either ancestral populations. 104 AlMs were selected, which were distributed across the
genome, a physical distance between them such that were in linkage equilibrium in the three ancestral
populations (distance between markers was about 2.4X107 bp). Genotyping was performed using iPLEX
reagents and protocols for multiplex PCR, single base primer extension (SBE) and generation of mass

spectra, as per the manufacturer’s instructions (Sequenom, San Diego).
1.6. Statistical Analysis
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Data are presented as median (25th-75th percentile), or percentage of total for qualitative variables. To
compare medians and frequencies between groups, Mann Whitney or Chi-square (X2) tests were used.
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was verified using the X? test with one degree of freedom.
Haplotype frequencies and linkage disequilibrium was calculated using the genetic data analysis program
SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). Logistic regression models were adjusted for age,
years of schooling and by the admixture proportion (Native American, European and African) to assess
the association between the different SNPs, haplotypes and AIMs in women with or without MetS.
Statistical analysis was performed using STATA software (v.11.2). P values uncorrected (P<0.05) or
corrected (p<0.01) for the analysis of SNPs based on the method of correction for multiple comparisons
were used [11].

Conclusion

In conclusion, our results show the participation of the variants in the ESR1, LPL and CETP genes in
metabolic events related to MetS or some of its features in a Mexican mestizo population. Suggesting that
SNPs in these genes may be involved in mechanisms related to MetS, such as lipid and carbohydrate
metabolism and could contribute to metabolic abnormalities.
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Analysis of the ancestral contribution of women in the state of

Guerrero, Mexico

Introduction

Ancestry y informative markers (AIMs) are genetic loci showing large frequency
differences between populations that are useful to study the ancestral contributions to
recently admixed groups [1,2] AIMs are often used in genome association studies to
test for the genetic homogeneity of the studied population and to correct for possible
population stratification [3]. Panels of AIMs for Latin American populations have been
proposed [4]. These maps will allow the application of admixture mapping studies as
an approach for the identification of genetic risk factors for complex diseases in
populations of mixed ancestry. The majority of the contemporary Mexican population
IS Mestizo in origin, which means that it originated as a result of admixture between
Europeans, Native Americans and in smaller proportion by Africans brought to the

country [4].

Keywords: ancestry, admixture, AIMs, population admixture, Mexicans.
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Materials and Methods

Four hundred eighty women university workers, older than 30 years, residents and
native of Guerrero, Mexico, a state located in the southwestern part of the country,
whose parents and grandparents were also born in Guerrero. Pregnant women, with
myocardial infarction, angina pectoris, cancer or hormone replacement therapy, were
excluded. The project was approved by the Ethics Committee of the Autonomous

University of Guerrero

Selection of AlMs.

The AIMs used in this study were biallelic SNPs that were selected with Human 100K
Affymetrix chip, based on the informativeness for ancestry in the ancestral population
samples genotyped. Because our population is a mixture of the three ancestral
populations: African, European and Native Americans, SNPs were selected if the
difference in allele frequency (delta value) was at least 0.5 (scale of 0 al) between
either ancestral populations. 104 AlIMs were selected, which were distributed across
the genome, a physical distance between them such that were in linkage equilibrium

in the three ancestral populations (distance between markers was about 2.4X107 bp).
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Sample QC and genotyping.

Quality control was performed on all DNA using a two-part procedure. Quantitative
QC (part 1) involved non-allelic quantitative real-time PCR using a single TagMan
probe in order to ensure ability to amplify the DNA samples. Qualitative QC. (part 2)
an end-point reading from an Tagman allelic-discrimination (SNP) assay, and in
addition to providing a second measure of the ability of PCR to amplify each sample,
it is a sensitive indicator of sample-to-sample cross-contamination (which shows up
as dispersed clusters). Genotyping was performed using iPLEX reagents and
protocols for multiplex PCR, single base primer extension (SBE) and generation of
mass spectra, as per the manufacturer’s instructions. Only 104 generated call rates
at 90 or higher.

Multiplexed PCR was performed in 5-pl reactions on 384-well plates containing 5 ng
of genomic DNA. Reactions contained 0.5 U HotStarTag polymerase (QIAGEN), 100
nM primers, 1.25 x HotStar Taq buffer, 1.625 mM MgClz, and 500 pM dNTPs.
Following enzyme activation at 94°C for 15 min, DNA was ampliffed with 45 cycles of
94°C x 20s, 56°C x 30s, 72°C x 1 min, followed by a 3-min extension at 72°C.
Unincorporated dNTPs were removed using shrimp alkaline phosphatase (0.3 U,
Sequenom). Single-base extension was carried out by addition of SBE primers at
concentrations from 0.625 uM (low MW primers) to 1.25 uM (high MW primers) using
IPLEX enzyme and buffers (Sequenom, San Diego) in 9-pul reactions. Reactions were
desalted and SBE products measured using the MassARRAY Compact system, and
mass spectra analyzed using TYPER software (Sequenom, San Diego), in order to

generate genotype calls and allele frequencies.
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Analyses admixture

Average admixture proportions, the sum of intensities parameter (equivalent to the
average number of generations since the admixture event) and the individual
ancestry proportions were estimated using the software ADMIXMAP v3.2 for

Windows.

Results

The state of Guerrero, Mexico is one of the 31 states that along with Distrito Federal,
comprise the 32 states of Mexico. Its capital is the city of Chilpancingo de los Bravo.
The state of Guerrero is territorially divided into seven regions, which distinguish
economic, social, cultural and geographical features: Acapulco, Centro, Costa Chica,
Costa Grande, Montafia, Norte and Tierra Caliente. Estimates of admixture
proportions were obtained using data from 104 ancestry informative markers (AIMs).
The average proportion of the ancestral contribution Native American, European and

African were 69.2%, 27.1% and 3.7%, respectively (Figure 1).
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Figure 1. Shown the ancestral distribution by region observing for the mountain

region Native American ancestral contribution of 79.9%, being higher than the other

regions, a greater European contribution is also observed in the region of the Costa

Grande of a 31.6%, finally the Costa Chica y Costa Grande is noted for a contribution

African of 7.9% and 7.0% respectively.
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Table 1 shows the significant differences found in the analysis of variance of the

average proportions of ancestral contribution through geographical regions of the

state of Guerrero.

Table 1. Significant differences between regions

Native American

European

African

p<0.05

Acapulco vs Montafia

p<0.01

Centro vs
montafa

p<0.05

Acapulco vs
Costa
Grande

p<0.001

Centro vs Montana

p<0.001

Costa grande vs

montana

p<0.01

Acapulco vs
Costa Chica

p<0.001

Centro vs Costa
Grande

p<0.001

Montana vs

Tierra caliente

p<0.001

Centro vs
Costa Chica

p<0.001

Costa Chica vs
Montana

p<0.001

Centro vs
Costa
Grande

p<0.001

Costa Grande VS

Montana

p<0.001

Costa Chica
vs Montafa

p<0.001

Costa Grande vs Norte

p<0.001

Costa Chica
vs Norte

p<0.001

Montana vs Tierra
Caliente

p<0.001

Costa chica
vs Tierra
Caliente

p<0.001

Costra
Grande vs
Montana

p<0.001

Costa
Grande vs
Norte

p<0.001

Costa rande
vs Tierra
Caliente
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Through logistic regression models adjusted for age and years of schooling, no
significant associations between the average contribution ancestral Native American
or African with metabolic syndrome or the risk of coronary heart disease (data not

shown) were found.

Discussion

A panel of ancestry informative markers (AIMs) was used to determine the
percentage of genetic mixing in the female population in the state of Guerrero. The
Native American ancestral contribution (69.2%), Europe (27.1%) and Africa (3.7%)
was estimated. This is similar to that reported by Silva-Zolezzi et al, in a population of
Native Mexican [5]. On the other hand, in a study in a population of Tlapa, Bonilla et
al, reports a Native American ancestral contribution of up to 98.5%, this shows that in
this population is little admixture with Europeans and Africans[6]. Different that
reported in our population and the diversity and the genetic contribution they have
seen and observed more marked phenotypic traits present in individuals and are
characteristic of the population Native American, European and African. In
conclusion, women in the state of Guerrero high Native American ancestry (69.2%)
that could modify the risk of certain diseases compared with women from other parts
of the world is observed. Suggesting that heterogeneity is an important feature that
should be taken into account when epidemiological stages are designed in Mexican

population
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Discusién y conclusiones

El sindrome metabdlico (SM) es una combinacion de desdrdenes metabdlicos
que esta asociado con un incremento en la susceptibilidad a diabetes tipo 2 (DT2) y
ECV (Cruz et al.,, 2010, Kaur, 2014). Se han propuesto mdultiples definiciones, de
acuerdo al ATP Il (por sus siglas en inglés Adult Treatment Panel Ill), el SM esta
caracterizado por tres o mas de las siguientes caracteristicas: obesidad abdominal,
niveles séricos disminuidos de cHDL, incremento en los TG y glucosa en ayuno
(Antonopoulos, 2002). En este estudio reportamos una prevalencia de SM en mujeres
guerrerenses de 33.1 %, siendo mas baja a la reportada a nivel nacional (42.2%).
Nuestros resultados son diferentes a los reportados en poblacién dominicana (14%)
(Grundy, 2008) y similares a los reportados por Heiss et al en una poblacion con origen
hispano/latino, donde ellos reportan una prevalencia de 36% para mujeres y 34% en
hombres (Heiss et al., 2014).

Se han sugerido polimorfismos en genes candidatos de acuerdo a su
importancia biologica y a su asociacion con SM. Diversos estudios han demostrado
gue polimorfismos en el gen del ESR1 participan en procesos y alteraciones
metabdlicas, incluyendo ECV, resistencia a la insulina, DT2, hipertension vy
metabolismo de lipoproteinas (Alonso-Magdalena et al., 2008, Faulds et al., 2012,
Rettberg et al., 2014). En este estudio no encontramos asociacion de los SNPs en el
ESR1 con SM, nuestros resultados coinciden con los reportados por Goulart et al. En
una poblacién de mujeres caucasicas postmenopausicas donde ellos no encuentran
relacion de los SNPs tanto del ESR1 y ESR2 con SM (Goulart et al., 2009). Sin
embargo, Gallagher et al en familias africoamericanas, reportan asociacion del
polimorfismo rs9340799 en el ESR1 con SM y el alelo C del rs22340799 con reduccién
de la sensibilidad a la insulina(Gallagher et al., 2007). En nuestro estudio solo el
genotipo AA del SNP rs1884051 se asocid con niveles elevados de glucosa, esto nos
indica que esta variante podria participar en resistencia a la insulina en poblacion

guerrerense.
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También se realizé un andlisis de haplotipos para las 6 variantes del ESR1,
encontrando una disminucion significativa al riesgo de SM con el haplotipo ACTCCG
(p<0.001). Por su parte, Gallagher al hacer el analisis entre los diferentes bloques de
SNPs que ellos analizaron no reportan ninguna asociacion significativa entre los

haplotipos con SM(Gallagher et al., 2007).

Los variantes analizadas fueron: rs2077647 es una mutacion silente situado en
el exén 1 (S10S). Esta ubicacion corresponde a el dominio estructural A/B, contiene un
dominio co-regulador al cual se unen co-activadores o co-represores y tiene un papel
importante para la modulaciéon de la transcripcion ER-a (Anghel et al.,, 2010) . El
rs2234693 y rs9340799 se localizan en el intron 1 y estdn en desequilibrio de
ligamiento, el mecanismo funcional posible que se atribuye a estos polimorfismos
incluye un cambio en la expresion del gen de ESR1 por una alteracién en la unién de
factores de transcripcion y la influencia del splicing alternativo del gen de ESR1, han
sido relacionados con el SM y resistencia a la insulina tal y como lo reporta Gallagher y
colaboradores en el 2007 en un estudio echo en familias Afroamericanas (Gallagher et
al., 2007), el rs1801132 es una mutacién silente, en el codon 325 (Pro325Pro) del
exon 4. Representa un blanco para potenciadores del splicing exonicos sc35 y sf2
(factores de splicing ricos en serina arginina) que interacttan con el RNA nucleolar
pequefio y son necesarios para la primera etapa en el reaccién de splicing vy el
ensamblaje del spliceosoma(Anghel et al., 2010) ademdés, este polimorfismo se ha
relacionado con los niveles de lipidos en plasma y apolipoproteinas en caucasicos
(Klos et al., 2008). El rs3798577, este polimorfismo se encuentra en la region 3'-UTR
del gen ESR1. Aunque su funcionalidad no se conoce todavia, tomando en cuenta esa
region 3'-UTR estéd asociada con microRNAs y factores de splicing, parece modular la
expresion de RE (Anghel et al, 2010), asi como también fue asociado
significativamente con concentraciones de estradiol circulantes(Sowers et al., 2006). el
rs1884051, es mutacion silente que no afecta la secuencia de aminoacidos de la
proteina de ER-a, sin embargo se le ha relacionado con DT2 y obesidad(Doo and Kim,
2011). Estos SNPs en el ESR1 estan en un fuerte desequilibrio de ligamiento, se

encuentran ubicados en regiones que afectan la transcripcion del RE-a, asi como
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también en regiones intronicas y exonicas importantes para el splicing alternativo que
da lugar a isoforma del RE-q, algunas de las cuales podrian ser variantes que carecen
de dominios funcionales los cuales codifican para proteinas truncadas del RE-a (Hopp
and Fuqua, 1998). Es conocido que el RE-a participa en la regulacién del balance
energeético, peso corporal distribucion de la grasa y apetito en ratones (Dubuc, 1985).
Los estrébgenos modulan la sintesis y secrecion de leptina via mecanismo
transcripcional dependiente de RE (Machinal et al., 1999). La leptina es una hormona
metabdlica importante en la regulacion central del metabolismo e interacciona con el
receptor de leptina (LEPR) en el hipotalamo. La forma b (LEPRDb) es importante en la
regulacion del balance energético (Bacart et al., 2010). Se ha reportado que el LEPRb
esta co-localizado con el RE-a en el hipotalamo, los estrogenos regulan la expresion
del mRNA del LEPRDb via elementos de respuesta a estrégenos (ERE) en gen LEPR, lo
cual sugiere una interaccion entre esta via para la regulacion de la homeostasis de la
energia y alteraciones del RE-a afecten la sefializacion de leptina rio abajo de

transcripcion/translocacion de la leptina (Faulds et al., 2012)

Los mecanismos por los cuales el E2-RE, ejerce su accion y regula el
metabolismo no son totalmente esclarecidos, sin embargo, datos sugieren que el E2 es
benéfico para la sensibilidad a la insulina, mientras el hipo o hiperestrogenismo estan
relacionado con RI (Livingstone and Collison, 2002). ElI E2 regula la utilizacién de
glucosa a través de sus acciones en varias proteinas de la via de sefializacion de la
insulina y en la expresion y translocacion de GLUT4, tal como lo reporta Roger et al.,
en ratas que muestra una homeostasis de glucosa normal, el E2 estimula la
fosforilacién de Akt, AMPK y el sustrato TBC1D1 y TBC1D4 de Akt, que son proteinas
homologas implicadas en la regulacion de la captacion de glucosa en musculo (Rogers
et al., 2009). La administracion de E2 en ratas o ratones que son resistentes a insulina
se incrementa IRS-1 y la concentracion de la forma fosforilada de Akt en musculo,
restaurando la accion de la insulina (Riant et al., 2009). Por otro lado, en modelos
animales cuando se silencia el ESR1 se disminuye la translocacion del GLUT4,
resistencia a la insulina y se da lugar a un fenotipo obeso (Galluzzo et al., 2009). En

mujeres después de la menopausia, con la disminucion de la produccion de E2, se
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presenta, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, incremento en la grasa
visceral, acumulacion de lipidos y una disminucién en la utilizacion de estos,
aumentando asi el riesgo al desarrollo de DT2 y ECV, la incidencia de SM en mujeres
posmenopausicas es similar al de los hombres.

Se usé un panel de marcadores informativos de ancestria (AIMs) para
determinar el porcentaje de mezcla genética en la poblacion de mujeres del estado de
Guerrero. Se estim6 la contribucion ancestral nativo americana (69.2%), europea
(27.1%) y africana (3.7%), esto es similar a lo reportado por Silva-Zolezzi et al, en una
poblacion de mestizos mexicanos, encontrando evidencias de diferencias entre
subpoblaciones mexicanas que deberian de ser consideradas para disefiar y analizar
estudios de asociacion de enfermedades complejas(Silva-Zolezzi et al., 2009). Por otro
lado, en un estudio echo en una poblacién de Tlapa, Bonilla et al, reporta una
contribucion ancestral nativo americana de hasta un 98.5%, esto demuestra que en

esta publicacion es poca la mezcla con europeos y africanos (Bonilla et al., 2005).

En conclusién, en mujeres del estado de Guerrero se observa una alta ancestria
nativa americana (69.2%) que podria modificar el riesgo a ciertas enfermedades
comparadas con mujeres de otras partes del mundo. Sugiriendo que la heterogeneidad
es una caracteristica importante que debe de ser tomada en cuenta cuando se disefian
estadios epidemiolégicos en poblacién mexicana.

Nuestros resultados muestran una leve participacion de las variantes en el gen
ESR1 en eventos metabdlicos relacionados con SM o alguna de sus caracteristicas en
una poblacion mestiza. También se sugiere que estos SNPs en conjunto, pueden estar
involucrados en mecanismos relacionados con la disminucién al riesgo de SM, y por
tanto, menor riesgo de DT2 o ECC, y la ancestria Nativo Americana o Europea no

contribuyen al riesgo de SM o de ECC en las mujeres estudiadas.
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ANEXOS



ARTICULO DE REVISION
Cahua-Pablo JA
RE-a en obesidad y diabetes.
Receptor a estrégenos a en obesidad y diabetes.
Estrogen receptor a in obesity and diabetes.

Resumen

El estradiol (E2) es una hormona importante en la fisiologia reproductiva,
cardiovascular, esquelética y en el sistema nervioso central (SNC). Tanto en humano
como en roedores el E2 y sus receptores participan en el control del metabolismo
energético y de la glucosa tanto en salud como en enfermedades metabdlicas. El
receptor de estrogenos (RE) pertenece a una superfamilia de receptores nucleares
(RN), los cuales son factores de transcripcion que regulan la expresion génica. Existen
tres REs, el RE-a, RE-B y uno acoplado a proteina GPER (GPR30) en tejidos estan
involucrados en la homeostasis de glucosa y lipidos. También puede tener
implicaciones importantes para factores de riesgo asociados al sindrome metabdlico
(SM), resistencia a la insulina (RI), obesidad y diabetes tipo 2 (DT2).
Palabras claves: Receptor a estrogenos, estradiol, diabetes, obesidad, resistencia a la
insulina.
Summary

Estradiol (E2) is an important hormone in reproductive physiology, cardiovascular,
skeletal and in the central nervous system (CNS). In human and rodents, E2 and its

receptors are involved in the control of energy and glucose metabolism in health and
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metabolic diseases. The estrogen receptor (ER) belongs to the superfamily of nuclear
receptors (NR), which are transcription factors that regulate gene expression. Three
ER, ERa, REB and the G protein-coupled ER (GPER; also called GPR30) in tissues are
involved in glucose and lipid homeostasis. Also, it may have important implications for
risk factors associated with metabolic syndrome (MS), insulin resistance (IR), obesity
and type 2 diabetes (T2D).

Keywords: Estrogen receptor, estradiol, diabetes, obesity, insulin resistance.
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Introduccion

Un mecanismo importante para mantener la homeostasis de la glucosa es la rapida
accion de la insulina para estimular la captacion y metabolismo de la misma en el tejido
periférico, como el muisculo esquelético, higado y tejido adiposo.! La acciéon de la
insulina para el transporte de glucosa al interior de las células del musculo esquelético,
tejido adiposo e higado, es por activacion del sustrato receptor de insulina (IRS-1),
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y proteina kinasa B (Akt) que contribuyen para la
translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4), principal transportador de
glucosa regulado por insulina. Por otro lado, la Rl en el muUsculo esquelético es uno de
los principales factores de la diabetes tipo 2 (DT2). Alteracién en los mecanismos de la
sefalizacion contribuyen al desbalance metabdlico y a la morbilidad por obesidad,
definida como el exceso de grasa corporal en el cuerpo que puede afectar la salud de
forma progresiva.?

El E2 participa en la regulacion de procesos en numerosos tejidos, siendo miembro de
la familia de hormonas esteroideas, que incluye progesterona, testosterona, entre
otras, estas hormonas controlan principalmente aspectos fisiolégicos en mamiferos.3
Las hormonas esteroideas son sinterizadas en los ovarios, testiculos y glandulas
adrenales. También participan en la regulacién del desarrollo, crecimiento y
homeostasis de numerosos tejidos,* regulan la fisiologia del esqueleto,® funcién
cardiovascular,® SNC,” y participan en el control del sistema inmune.® En mujeres
postmenopausicas el desarrollo de obesidad visceral y RI representan un alto riesgo de
DT2. En mujeres postmenopausicas diabéticas se ha reportado que el uso de
estrogenos puede estar asociado con un aumento de apoA, asi como con una

disminucion de la glucosa en ayunas y colesterol total en este grupo de mujeres.®
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Se han realizado estudios en modelos de ratones knockout para el gel del RE-q,
donde se ha demostrado el papel de los estrégenos y sus receptores en obesidad y la
tolerancia a la glucosa.'® Asi, un estudio realizado en ratones carentes del RE- a, pero
no en ratones carentes del RE- B, se produce un gran aumento en el tejido adiposo
blanco, tanto en ratones hembra y macho, acompafiado por RI e intolerancia a la
glucosa, el incremento de tejido adiposo parece ser resultado de una disminucion en el

gasto de energia.'!

Origen de estrogenos en circulacion en hombres y mujeres

En mujeres en edad reproductiva, el E2 es el principal estrdgeno en circulacion
producido por los ovarios después de la aromatizaciéon de androstenadiona a estrona
(E1), seguido por la conversiéon de E1 a E2.2 En mujeres con un ciclo menstrual normal
el E2 generalmente actla sobre o6rganos distantes mientras que en mujeres
postmenopausicas cuando los ovarios fallan en la produccion de E2. Por otro lado, en
hombres se observan de manera natural valores bajos en circulacion. ElI E2 es
sintetizado en sitios extragonadales como son mama, cerebro, hueso y tejido adiposo,
donde actGan localmente como un factor paracrino e intracrino.? Los estrégenos para
llevar a cabo su funcién actian con sus receptores, se ha reportado al menos tres REs,
dos factores de transcripcion activados por ligando, el RE-a y RE-B,'212 presentandose
una homologia de 95 % de aminoéacidos idénticos entre estos (Figura 1), y un receptor
acoplado a la proteina G (GPRE) conocido como GPR30. Este ultimo actia de manera
independiente de los receptores a y B pero influye en la activacion del factor de

crecimiento epidermal (EGF), pudiendo asi participar en la biologia del cancer.# Otro
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receptor descrito pero no totalmente definido es el RE-X, del cual existen evidencias de

su existencia en el de cerebro.’

LDL/AF-2

RE-a 66-70 kDa
1 180 263 302 552 595
AIB N P c
\
. NN
Homologia 17% 95% 30% 55% 18%

RE-B 60-63 kDa

1

N AB mu %% c

Modificado de Huanget al., 2010
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Fig 1. Organizacion de los dominios del RE-a y RE-B. Los RE consisten de la regién N-
terminal involucrada en la transactivaciéon (dominios A/B AF-1), el dominio de unién al
DNA (DBD, dominio C) la regién C-terminal que contiene el dominio de union al ligando
(DBL, dominio E/F, AF-2) y la funcién de transactivacion-2 (AF-2). En porcentajes se
indica la homologia entre el RE-a y RE-B. 2223

Receptores de estrogeno y estructura del RE-a

Los REs pertenecen a la superfamilia de RN, los cuales son factores de transcripcion
que regulan la expresion génica de manera dependiente de su unién al ligando y en
respuesta especifica a sefiales fisioldgicas y patolégicas.314

El RE-a y RE-B son codificados por diferentes genes localizados en los cromosomas
6025.1 y 14923-24.1, respectivamente, y su expresion varia dependiendo del tipo de
tejido.*® El RE-a es expresado predominantemente en érganos del sistema reproductor
(utero, mama y ovario), sin embargo también existen reportes de su expresién en
higado y el SNC, en tanto el RE-f es expresada mayoritariamente en otros tejidos
como hueso, endotelio, pulmones, tracto urogenital, ovario, SNC y préstata.*®

El RE-a esta formado por 595 aminoacidos, compuesto por 6 dominios designados de
la A a la F.Y” El dominio N-terminal (regién A-B) tiene una funcién de activacion
transcripcional independiente del ligando (TAF-1) participa tanto en interacciones intra
e inter moleculares, asi como en la transcripcion de genes. Los dominios de union al
DNA (DBD o regién C) contienen dos dedos de zinc que son altamente conservados en
todos los receptores a hormonas esteroideas.® El dominio bisagra (regién D) tiene un
papel importante en la dimerizacién de estos receptores y en la unién de proteinas de
choque térmico (Hsp). Por su parte el dominio de unién a hormonas (HBD, regiones

E/F y C-terminal), tiene la funciébn de activacion transcripcional dependiente de
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hormonas (TAF-2).1° El dominio F es una region variable que incluye la secuencia para
la hélice 12 de la molécula, la cual es probablemente importante para la diferencia en la
respuesta de los REs al E2 y a los moduladores selectivos para los receptores a
estrogenos (SERMs).”19-21

Los REs contienen dos regiones llamadas funciones de activacion (AFs) que son
importantes para la actividad transcripcional dependiente del ligado.?? Las regiones
AF1-1 y AF-2, interaccionan con coactivadores transcripcionales.® AF-1, podria ser
activado en forma independiente del ligando, dependiendo del estado de fosforilacién
del RE, en patrticular de los residuos serll18 en la region AF-1 del RE-a, asi como de
los residuos serl06 y serl24 en la region AF-1 del RE-B, estos son sitios de
fosforilacidn esenciales para la activacion independiente del ligando de los REs a
través de la cascada de sefalizacion de la proteina cinasa activada por mitdgeno
(MAPK).23
Mecanismo de accion de los RE

El mecanismo independiente del ligando en la accion del RE esta definido como un
miembro de la superfamilia de los RN de clase |, de los cuales los RE-a y RE-f3 son
miembros. El mecanismo gendmico clasico de la accidén del RE ocurre normalmente en
horas, resultando en la activacion o represion de los genes blanco. En la via de
sefalizacion clasica la unién del ligando al RE provoca un cambio conformacional y la
disociacion de las Hsp, promoviéndose la homodimerizacion y la union con una alta
afinidad a los elementos de respuesta a estrégenos (ERE), los cuales son secuencias
palindrémicas en un promotor de un gen (Figura 2).17:24

Después de la union con el ligando los REs, actuan sobre los ERE, estos RE

interactian con cofactores (coactivadores o correpresores) para regular la expresion
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génica,'® y dependiendo de los coreguladores presentes en la célula, el complejo
estrogeno-RE puede tener diversos efectos.?® El reclutamiento de coreguladores
depende de la unién del ligando probablemente atribuible a las diferentes
conformaciones con los diferentes ligandos, por ejemplo el tamoxifeno es un agonista
en el endometrio debido a que recluta coactivadores, pero es un antagonista en mama
debido a que recluta corepresores. 26:27

Los REs también pueden actuar en forma independiente del ligando para alterar la
transcripcion de genes, pueden ser fosforilados directamente permitiendo la union a
ERE o la union al DNA indirectamente via factores de transcripcion, y asi modular la
transcripcion en ausencia de la union al ligando (Figura 2). Asi, se ha reportado que la
activacion del EGF requiere del RE y este el factor de crecimiento puede estimular la
proliferacién.?® Por otro lado la fosforilacion en sitios especifico de serina como ser104
y serl06 son importantes para la activacion de la transcripcion independiente del
ligando. 2°31 También, se ha demostrado que la activaciéon de la via de las cinasas
dependiente de cAMP o MAPK son activadas por la fosforilacién en el RE-q, y se ha
reportado que el RE-a puede ser fosforilado en la tirosina 537.3%:33

Un componente importante de las acciones del RE relacionados al metabolismo
energético son los RE extranucleares, que modulan directamente la expresién de
genes 0 que actlan indirectamente con eventos nucleares.®* El E2 puede activar
directamente vias de sefializacion rapidas produciéndose efectos en minutos o
segundos via RE asociados a membrana.®® Los RE-a y RE-B estan localizados en
caveolas donde se asocian con otras moléculas como proteinas G, receptores a
factores de crecimiento, tirosin cinasas (Src) y receptores acoplados a proteinas G,

facilitando la interaccion y la rapida sefalizacion.3¢ Los estrogenos también se unen a
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receptores acoplados a proteinas G, la GPR30 puede activar una via de sefalizacion

rapida por cinasas como, PI3K, MAPK y la movilizacién de calcio intracelular.3”:38

odjwouaf oy 'y

op|fajapesandsay
343 ap jualpuadapty,;

BLI210Id

Modificado de Hall et al., 2001

Figura.2. Multiples mecanismos de sefializacion del RE y E2. 1) dependiente de
ligando, el complejo RE-E2 se une a sus EREs en los promotores de genes blanco. 2)
ligando independiente, factores de crecimiento o monofosfato de adenosina activan
una via kinasa intracelular. 3) independiente de ERE, el complejo RE-E2 altera la
transcripcion de genes que contienen ER alternativos como AP-1, a través de la
asociacion con otros factores de transcripcion unidos al DNA (Fos/Jun). 4) sefializaciéon
no gendmica el E2 activa a sitios de unién asociados a la membrana, posiblemente a
forma de RE vinculados a las vias de transduccion de sefial intracelular que genera
una respuesta rapida en tejido.
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Papel de los estrégenos en la regulaciéon del peso corporal y resistencia a la

insulina

En las mujeres los estrogenos favorecen el depdsito de grasa en la zona del glateo,
después de la menopausia la distribucion de la grasa en las mujeres cambia a un
fenotipo muy similar al de los hombres.3 4% Parte de las funciones de los estrégenos
es regular la composicién corporal, balance energético, regula la homeostasis de la
glucosa y la sensibilidad a la insulina en mujeres y hombres (Cuadro 1).#! El peso
corporal incrementa con varias condiciones asociadas a la deficiencia estrogénica
como son ovariectomia, sindrome de ovario poliquistico o la falta de funcionalidad de
la aromatasa por alteraciones en su gen, y todos pueden ser corregidos por

tratamiento con E2.42-44

Cuadro |. Participacion de los estrogenos y sus receptores en funciones metabdlicas.

Accion de los estrégenos Referencias
Regulacion de la acumulacién de grasa abdominal Zhu et al.>’
Regulacion del tejido adiposo Okura et al.®®
Mejora la sensibilidad a la insulina Bryzgalova et al.8!
Participa en la homeostasis de la glucosa Bryzgalova et al.8!
Mejore la funcion de las células £ Bryzgalova et al.8!
Regulacion del peso corporal Okura et al.®®
Modulacién de la inflamacion Simpson et al.1?
Participa en la via de sefalizacion de la insulina y la | Barros and
translocacion de GLUT4 Gustafsson.”
transportador de glucosa 4 (GLUT4)
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En los hombres la disminucion de testosterona contribuye al desarrollo del SM, asi
mismo, existe una relacion entre la testosterona y la cantidad de tejido adiposo
visceral y SM.*® Se ha demostrado que la aromatizaciéon de la tetosterona en E2 es
importante para la homeostasis de la energia en hombres, sugiriéendose que la
testosterona actia como prohormona proporcionando E2 para la homeostasis de la
energia. Ademas, ratones machos castrados tratados, ya sea con tetosterona o E2
permanecen delgados, mientras, que los tratados con puro andrégeno 5a-
dihidrotestosterona (DHT) (que no puede ser aromatizado por E2) desarrollan
obesidad.*®

La regulacién central del balance de la energia esta mediada por una compleja via
de sefializacién en el SNC integrando mdltiples sefiales endocrinas de la periferia.
Los neurocircuitos hipotalamicos son esenciales para la regulacion del balance de la
energia, involucrando al ndcleo arqueado (NA), ventromedial (NVM), dorsomedial
(NDM), paraventricular (NPV) y la regién hipotalamica lateral.*’

Tanto el RE-a y el RE-B son expresados en el nucleo hipotalamico, se ha
observado que el RE-a es la isoforma principal que participa en el control del peso
corporal por los estrogenos.*® Una delecion dirigida contra el RE-a en ratones da
como resultado un fenotipo obeso con un incremento en la acumulacién de grasa
pero con ausencia de marcadas diferencias entre ratones wild type (WT) y
knockout.!* También, el RE-a es expresado en el tallo cerebral, incluyendo el nicleo
del tracto solitario (NTS), medial dorsal vago.*® Se ha demostrado que el remplazo
por E2 en ratones WT suprime el consumo de alimento, la saciedad inducida por la
colecistocinina (CCK) y se ve acompafiada por un incremento en la actividad del

NTS. La CCK es sintetizada y liberada de células de la parte superior del intestino y
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actuan con el receptor CCK-A abdominal, las CCK participan en procesos digestivos
como, retardar el proceso de vaciado y la movilidad intestinal.>® E2 incrementa la
potencia la CCK por un incremento en la sensibilidad del receptor CCK-A, pero no
incrementa la secrecién de CCK o el nimero de receptores.>1:52

Se ha demostrado que la ausencia del RE-a produce una hiperplasia e hipertrofia
del adipocito en tejido adiposo blanco pero no en tejido adiposo marron y es
acompafiada por una RI e intolerancia a la glucosa.>®*>* Por otro lado, animales y
humanos que carecen de la sintesis de estrogenos enddgenos, muestran RI que
puede ser tratada con suplementacion por estrégenos.>® De manera particular, los
estrogenos incrementan la actividad de la insulina hepatica por la disminucién de la
gluconeogénesis, la glucolisis y revirtiendo aspectos de la RI, incrementando la
liberacién de insulina de los islotes de Langerhans pancreaticos.®®>’ Los estrogenos
previenen la apoptosis de células B, reducen la sefalizacion proinflamatoria y mejora
la accién de la insulina.® Tal como lo demostré Vogel y colaboradores, en un
estudio echo en ratones obesos Nueva Zelanda (NZO), donde mostré que los
estrogenos protegen contra la perdida de las células B y obesidad asociada a DT2,
debié a la reducciéon de la Rl y una posible disminucién de la sensibilidad de las
células B a la glucolipotoxicidad.®® Se ha encontrado menor cantidad de estrogenos
enddégenos con una mayor cantidad de tejido adiposo visceral en hombres, que
pueden estar relacionados con una mayor Rl en comparacidbn con mujeres sin
menopausia lo que podria contribuir a las diferencias de género observadas en

(ECV).42:60
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RE-a y distribucion del tejido adiposo

La excesiva acumulacion del tejido adiposo en la region central del cuerpo se ha
relacionado con un incremento en el riesgo de mortalidad por alteraciones
metabdlicas como la DT2, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y aterosclerosis.®!
Los estrogenos son producidos en los adipocitos via aromatizacion de precursores
androgénicos; en hombres con obesidad mérbida se ha observado incremento en la
concentracion sanguinea de estrogenos y una disminucion de testosterona, sin
embargo en las mujeres con obesidad no se observan estos incrementos.%263

El tejido adiposo subcutaneo e intraabdominal expresan RE-a y -, siendo el RE-a
predominantemente expresado en el tejido adiposo intra abdominal.64%> En ratones
hembras y machos que carecen del RE-a (REaKO) desarrollan obesidad central con
incremento en el peso corporal, en el tejido adiposo blanco, en el tamafio y nUmero
de adipocito, asi, como una disminucién en el gasto de energia.'' %6 Por otra parte los
depdsitos inguinales también incrementan en ratones REBKO; esto sugiere que la
eliminacion del RE-a puede no solo focalizarse a depdsitos intra-abdominales.®” Asi,
la reduccién en la expresion y dafio en la funcién del RE-a se han relacionado con un
incremento en la prevalencia de diversos factores del SM tanto en humanos y
roedores, machos y hembras.68% También, se han reportado polimorfismos en el
gen del RE-a que estan asociados con una adiposidad anormal.15:69.70

Los animales knockout al RE-a muestran un incremento en los niveles de colesterol
sérico,”* indicando un papel fisiol6gico importante del RE-a en el efecto de los
estrogenos en el control del peso corporal. La expresion del gen del RE-a en tejido

adiposo y en adipocitos esta reducida en mujeres premenopausicas obesas.® Sin

59



embargo, varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en el RE-a se han

asociado con un fenotipo obeso en hombres y mujeres.%%72

RE-a en la homeostasis de la glucosa y sensibilidad a la insulina

Los niveles circulantes de glucosa estan regulados por las hormonas insulina y
glucagon principalmente. En respuesta a niveles altos de glucosa se libera
proinsulina de las células B del pancreas, compuesta por las cadenas A, By C, que
por accion de endopeptidasas es convertida a insulina y péptido C.”® La insulina
estimula el gasto y almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno en el masculo
esquelético, tejido adiposo y en el higado. Dos vias principales de transduccién son
activadas por accién de la insulina: la via de la PI3K y la via de MAPK.”* Ambas vias
regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la regulacion del
metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos mitogénicos, la via de
la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el
metabolismo de la glucosa y de lipidos.”® Cuando la insulina se une a su receptor se
activa una cascada de sefalizacion que involucra a varias proteinas entre ellas el
IRS, PI3K, Akt y AMPK, que finalmente resulta en la translocacién a la membrana
plasmatica de los GLUT4, permitiendo la entrada de la glucosa a la célula.”

La intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia fue observada en hombres que
carecen del RE-a. Una funcion metabdlica del RE-a, sustentada en estudios con
animales, es su participacion en la homeostasis de la glucosa a través del RE-a y
RE-B.1! Por otro lado, mujeres premenopausicas son mas sensibles a la insulina con

mejor tolerancia a la glucosa y son mas resistentes al desarrollo de la RI en
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comparacion con hombres, asi mismo muestran un incremento en la expresion de
GLUTA4.’® Se ha demostrado, que el RE-a esta involucrado en la regulacion del
metabolismo de la glucosa en varios tejidos incluyendo higado, musculo esquelético,
tejido adiposo, células B del pancreas y el SNC.°

Los estrégenos también regulan la funcion de las células B del pancreas a través de
un mecanismo dependiente del RE-a.%® La liberaciéon de insulina dependiente de
estrogenos en cultivo de islotes pancreaticos se encontré reducida en ratones
deficientes de RE-a en comparacién con los islotes derivados de ratones deficientes
de RE-B. Se ha encontrado que los dos subtipos de REs tienen efectos opuestos en

el musculo, el RE-a induce y el RE-B inhibe la expresién de GLUT4.74

Accion del RE-a en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa en musculo

El mecanismo molecular por el cual el E2 regula el metabolismo en el musculo aln
se desconoce, sin embargo existen datos que sugieren que en rangos fisiologicos el
E2 es benéfico para la sensibilidad a la insulina, mientras que un hipo o
hiperestrogenismo esta relacionado con RI.7*

El complejo RE-E2, modula el procesamiento de la glucosa a través de sus
acciones en varias proteinas de la via de sefializacidon de la insulina y en la expresion
y translocacion de GLUT4. En estudios en ratas se observo que el E2 incrementa en
la fosforilacion de AMPK, Akt y en su sustrato TBC1D1/4 en musculo.” En un estudio
en ratas el tratamiento con E2 mejora la homeostasis de la glucosa principalmente a
través de su capacidad para incrementar en la membrana de células del musculo el
contenido de GLUT4.”® Por otro lado Alexanderson en el 2009 reporta en ratas

hembras jovenes que una sola dosis del E2 durante el periodo postnatal da como
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resultado un incremento en la regulacion de genes involucrados en el metabolismo
de la glucosa, oxidacion de lipidos, receptor activado de la proliferacion de
peroxisomas delta (PPARJ) y la proteina desacoplante 3 (Ucp3) en musculo.®®
Mientras que para ratones RE-B7 la tolerancia a la glucosa y la RI son normales o
incluso mejores que en ratones WT, los ratones RE-a 7~ son intolerantes a la glucosa
y resistentes a la insulina.**®! Cuando ratones machos ArKO deficientes en E2 son
tratados con diarilpropionitrilo (DPN) un agonista selectivo para el RE-B, hay un
incremento en la expresién de GLUT4 en muisculo.®? Esto sugiere que el RE-B tiene
un papel supresor de GLUT4. Caso contrario con la ausencia del RE-a ya que con
esto se presenta una reduccion en la captaciéon de glucosa en el musculo. Estos
datos sugieren que el RE-B podria tener un efecto diabetogénico.?!

Por otro lado, al tratar con un agonista selectivo para el RE-a, Propil pirazol triol
PPT, incrementa el traslado de GLUT4 a la membrana de la célula en mieloblastos
L6 y cuando es silenciado el RE-a hay una disminucién en el traslado. En ratas
ovariectomizadas tratadas con PPR incrementan la captacion de glucosa y la

expresion de GLUT4 en el musculo esquelético.8?

Conclusiones y perspectivas

En esta revision nos enfocamos a describir las funciones del RE-a y RE-B en las
vias metabdlicas compuestas por tejidos involucrados en el metabolismo de la
glucosa y lipidos. Es claro que los REs participan en numeros mecanismos
complejos, pero estos mecanismos no se conocen con exactitud, mas bien se

consideran en un contexto como un sistema completo. Cada 6rgano tiene un papel
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importante en el metabolismo y estos tejidos son dependientes uno del otro para la
regulacion de la homeostasis del cuerpo. Por lo tanto es razonable pensar que la
homeostasis depende del equilibrio entre el RE-a y RE-B en las vias metabdlicas. A
los estrogenos y REs se les han relacionado con el balance energético y con el
metabolismo de la glucosa, sin embargo, los mecanismos involucrados en sus
acciones son aun desconocidos. En relacién a la obesidad, las investigaciones
futuras deberian de centrarse en la identificacion de sitios importantes del cerebro
donde lo RE regulan la homeostasis del peso corporal y las vias de sefializacién que

son necesarias para la accion de los estrogenos.
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Anexo 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion:
“EVALUACION DEL RIESGO DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR —
EN MUJERES UNIVERSITARIAS DEL ESTADO DE GUERRERO” JLECD

| LABORATORIO DE ENFERMEDADES
L CRONICO DEGENERATIVAS

Estimada trabajadora de la Universidad Auténoma de Guerrero:

Se le esta invitando a participar en este estudio, antes de decidir
debe conocer y comprender la importancia y beneficios del estudio que se menuonan a
continuacién. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea
participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le
entregara una copia firmada y fechada.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son la segunda causa de muerte en
nuestro pais, la evaluacion de los factores de riesgo permite identificar el posible riesgo de
un infarto. Las mujeres durante la etapa reproductiva, tienen una relativa proteccién para el
desarrollo de ECV, relacionada con la producciéon de estrégenos, sin embargo, esta
proteccion no es clara, y se agrava en la pos-menopausia.

A usted se le esta invitando a participar con el principal interés de identificar posibles
factores de riesgo de ECV y contribuir a su salud, previniendo estas enfermedades y con
ello, disminuir la morbi-mortalidad por ECV en mujeres del estado de Guerrero, al proponer
estrategias que mejoren el diagndstico temprano de estas enfermedades. En caso de que
usted acepte participar en el estudio, se le realizaran algunas preguntas, sus habitos, sus
antecedentes médicos y familiares; las mediciones de peso, talla, cintura y presion arterial, y
se le tomara muestra de sangre con el fin de que en el laboratorio de Investigacién de
Enfermedades Croénico Degenerativas de la Unidad Académica de Ciencias Quimico
Bioldgicas de la UAG, le realicemos las determinaciones de glucosa (azlcar), lipidos
(grasas, como son colesterol, triglicéridos, c-HDL, c-LDL), estradiol, e identificacion de
variantes en genes relacionados al riesgo de ECV. La informacion que se obtenga, sera
totalmente confidencial, de interés solo de usted, en ningun informe de este estudio se le
identificara jamas en forma alguna. Como beneficio personal le proporcionaremos sin costo
alguno, los resultados por escrito de los diferentes estudios clinicos y de laboratorio
practicados.

Por otra parte, usted esta en libertad de abandonar el estudio en cuanto lo decida, sin
que ello pueda generar conflicto de intereses, molestias o actitudes represivas hacia usted
por cualquier integrante del grupo de investigacion.

La Maestra en Ciencias, Eugenia Flores Alfaro, es la persona a quien debe buscar en
caso de que tenga alguna pregunta acerca del estudio o sobre sus derechos como
participante, en la UA de Ciencias Quimico Biolégicas de la UAG. Teléfono: (747)4725503, 6
(747) 4719310, ext. 4526
Lugar y Fecha:

Nombre y firma del entrevistado(a)

Nombre y firma del entrevistador (a)
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9.

ANEXO 2
TECNICA RAPIDA NO ENZIMATICA PARA SANGRE LIQUIDA

. Transferir 700pl de sangre periférica en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml.

Adicionar 700ul de buffer TKM1 y 18ul de Tritdn 100X, agitar con vortex hasta
disolucién total.

Centrifugar a 3000 rpm por 5 min a temperatura ambiente, desechar el sobrenadante.
Repetir los pasos 2 y 3 hasta observar el botdn blanco o libre de hemoglobina.
Adicionar 700l de buffer TKM1.

Centrifugar a 3500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Desechar el
sobrenadante.

Resuspender el boton en 120ul de buffer TKM2 y adicionar 15ul de SDS al 10%,
resuspender totalmente e incubar durante 10 min a 65°C o hasta digestion total.
Agregar 60l de NaCl 5M, resuspender por agitacion suave (por inversion).

Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

10. Recuperar el sobrenadante que contiene el DNA en un tubo eppendor estéril, y

desechar el precipitado proteico.

11. Agregar 2 volumenes de etanol absoluto frio e invertir varias veces de manera suave

el tubo hasta que el DNA precipite.

12. Centrifugar a 3500 rpm por 5 min a 4°C, decantar el exceso de etanol y agregar

400pl de etanol al 70% frio.

13. Centrifugar a 3500 rpm por 5 min a 4°C, decantar el exceso de etanol y secar al

vacio o a temperatura ambiente.

14. Resuspender el DNA con agua desionizada estéril.

73



Table 1. Association between SNP rs1884051 in ESR1 gene with MetS and their components

Inheritance modelt

Factor Codominant Dominant Overdominant
GG AG OR (95%Cl) p AA OR (95%Cl) p GG AG+AA OR (95%Cl) p GG+AA AG OR (95%Cl) p
MetS, n (%)
No 107 (33.3) 148 (46.1) 1.0 66 (20.6) 1.0 107 (33.3) 214 (66.7) 1.0 173 (53.9) 148 (46.1) 1.0
Yes 44 (27.7) 86 (54.1) 1.3(08-21) 0237 29(182) 09(05-1.7) 0.768 | 44(27.7) 115 (72.3) 1.2(0.7-1.9) 0.430 73(459) 86(54.1) 1.4(09-21) 0.125
AQ >88 cm, n (%)
No 65 (31.1) 98 (46.9) 1.0 46 (22.0) 1.0 65 (31.1) 144 (68.9) 1.0 111(53.1) 98 (46.9) 1.0
Yes 86 (31.7) 136 (50.2) 1.0(06-1.5) 0890  49(18.1 0.7(04-13) 0.768 | 86(31.7) 185 (68.3) 0.9 (0.6-1.3) 0599 | 135(49.8) 136(50.2) 1.1(0.8-1.6) 0.653
BP >130/85 mm Hg, n (%)

No 119 (33.1) 172 (47.8) 1.0 69(19.2) 1.0 119(33.1) 241 (66.9) 1.0 188 (52.2) 172 (47.8) 1.0

Yes 32(26.7) 62 (51.6) 1.3(08-21) 0362 26(21.7 1.3(0.7-24) 0458 | 32(26.7) 88 (73.3) 1.3(0.8-2.0) 0.335 58(48.3) 62(516) 1.1(0.7-1.8)  0.530
Glucose 2110 mg/dL o

T2D, n (%)

No 140 (32.9) 209 (49.0) 1.0 77 (18.1) 1.0 140 (32.9) 286 (67.1) 1.0 217(50.9) 209 (49.0) 1.0

Yes 11(20.4) 25 (46.3) 14(0.7-3.1)  0.351 18 (33.3 29(1.2-6.6) 0.013 | 11(204) 43 (79.6) 1.8(0.9-3.7) 0.102 29(53.7) 25(46.3) 0.9(0.5-1.5) 0.606
TG 2150 mg/dL, n (%)

No 97 (31.8) 140 (45.9) 1.0 68 (22.3 1.0 97 (31.8) 208 (68.2) 1.0 165 (54.1) 140 (45.9) 1.0

Yes 54 (30.9) 94 (53.7) 12(08-1.8) 0476 27(154) 0.6(04-1.1) 0.134 | 54(30.9) 121 (69.1) 1.0(0.7-1.5) 0.980 81(46.3) 94(53.7) 1.4(09-2.0) 0.099
HDL-c <50 mg/dL, n (%)

No 34 (29.8) 49 (43.0) 1.0 31(27.2) 1.0 34 (29.8) 80 (70.2) 1.0 65(57.0)  49(43.0) 1.0

Yes 117 (32.0) 185 (50.5) 11(0.7-1.8) 0764 64(175) 0.6(0.3-1.0) 0.067 | 117(32.0) 249 (68.0) 0.9 (0.6-1.4) 0.607 | 181(49.5) 185(50.5) 1.3(0.9-21) 0.168

OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; MetS: Metabolic syndrome; AO: Abdominal obesity; BP: Blood pressure; T2D: Type 2 diabetes; TG: Triglycerides; HDL-c: High density lipoprotein cholesterol.
+Model adjusted for age, years of schooling and by the admixture proportion.
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Table 2. Association between SNP rs328 in LPL gene with MetS and their components

Inheritance model*

Factor Codominant Dominant Overdominant
cc CG OR (95%Cl) p GG OR(95%Cl) p cc CG+GG  OR (95%Cl) p CC+GG CG OR (95%Cl) p
MetS, n (%)
No 292(91.0)  29(9.0) 1.0 0 1.0 292 (91.0) 29(9.0) 1.0 292 (91.0) 29(9.0) 1.0
Yes 152 (956) 6(3.8) 0.3(0.1-0.8) 0.018 1(0.6) ND 152 (956) 7(44) 0.4(0.1-0.9 0.030 | 153(96.2) 6(3.8) 0.3(0.1-0.8) 0.02
AO >88 cm, n (%)
No 192 (91.9) 16(7.6 1.0 1(0.5) 1.0 192(91.9) 17(8.1) 1.0 193(92.3) 16(7.6 1.0
Yes 252(93.0) 19(7.0) 09(0.4-1.7) 0.664 0 ND 252(93.0) 19(70) 1.3(0.6-2.5) 0529 | 252(93.0) 19(7.0) 0.9(0.4-1.8) 0.670
BP >130/85 mm Hg, n (%)
No 329(914) 31(8.6) 1.0 0 1.0 329(914) 31(8.6) 1.0 329(914) 31(8.6) 1.0
Yes 115(958) 4(34) 03(0.1-1.0) 0.041 1(0.8) ND 115(958) 5(4.2) 25(0.9-7.0) 0.080 | 116(96.7) 4(3.3) 0.3(0.1-0.9) 0.040
Glucose 2110 mg/dL o
T2D, n (%)
No 391(91.8) 34(8.0) 1.0 1(0.2) 1.0 391(91.8) 35(8.2) 1.0 392 (92.0) 34(8.0) 1.0
Yes 53 (98.1) 1(1.9) 02(0.1-15) 0.115 0 ND 53 (98.1) 1(1.9) 55(0.7424) 0.102 | 53(98.1) 1(1.9) 02(0.1-15) 0.116
TG 2150 mg/dL, n (%)
No 280(91.8) 25(8.2 1.0 0 1.0 280(91.8) 25(8.2) 1.0 280(91.8) 25(8.2 1.0
Yes 164 (93.7) 10(5.7) 0.7(0.3-14) 0.292 1(0.6) ND 164 (93.7) 11(6.3) 14(0.7-3.1) 0364 | 165(94.3) 10(5.7) 0.6(0.3-1.4) 0.289
HDL-c <50 mg/dL, n (%)
No 102 (89.5) 12(10.5) 1.0 0 1.0 102 (89.5) 12(10.5) 1.0 102 (89.5) 12 (10.5) 1.0
Yes 342(934) 23(6.3) 05(0.21.1) 0.09 1(0.3) ND 342(934) 24(66) 1.8(0.9-38) 0.112 | 343(93.7) 23(6.3) 0.5(0.2-1.1) 0.089

OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; MetS: Metabolic syndrome; ND: Not determined; AO: Abdominal obesity; BP: Blood pressure; T2D: Type 2 diabetes;TG: Triglycerides; HDL-c: High density lipoprotein

cholesterol.

*Model adjusted for age, years of schooling and by the admixture proportion.
*The association between CC genotype with MetS was OR=2.8 (95%Cl: 1.1-6.9; p=0.030) compared with CG or GG genotype.
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Table 3. Association between SNP rs708272 in CETP gene with MetS and their components

Inheritance modelt

Factor Codominant Dominant Overdominant
AA GA OR (95%Cl) p GG OR (95%Cl) p AA GA+GG OR (95%Cl) p AA+GG GA OR (95%Cl) p
MetS, n (%)
No 89(27.7) 149 (46.4) 1.0 83(25.9) 1.0 89 (27.7)  232(72.3) 1.0 172 (53.6) 149 (46.4) 1.0
Yes 33(20.8) 94(59.1)  1.7(1.0-28) 0.042 32(201) 09(09-1.7) 0749 | 33(20.8) 126(79.2) 1.4(0.9-23) 0.170 | 65(40.9) 94 (59.1) 1.8(1.2-2.7)  0.006
AO >88 cm, n (%)
No 53(25.3) 99 (47.4) 1.0 57 (27.3) 1.0 53(25.3) 156 (74.6) 1.0 110 (52.6) 99 (47.4) 1.0
Yes 69(25.5)  144(531) 1.1(0.7-1.7) 0794 58(214 07(04-12) 0794 | 69(255 202(745) 09(0.6-1.4) 0769 | 127 (46.9) 144(53.1) 1.2(0.9-1.8) 0.250
BP >130/85 mm Hg, n (%)
No 103 (28.6) 168 (46.7) 1.0 89 (24.7) 1.0 103 (28.6) 257 (71.4) 1.0 192 (53.3) 168 (46.7) 1.0
Yes 19 (15.8) 75(62.5) 2.5(1.4-44) 0.002 26(21.7) 1.5(0.7-29) 0279 | 19(15.8) 101 (842 21(1.2-3.7)  0.009 | 45(37.5) 75(62.5) 2.0(1.3-3.2)  0.002
Glucose 2110 mg/dL o
T2D, n (%)
No 117(275) 211 (49.5) 1.0 8 (23.0) 1.0 117 (27.5) 309 (72.5) 1.0 215(50.5) 211 (49.5) 1.0
Yes 5(9.3) 32(59.2) 35(1.3-9.3) 0.013 17(31.5 3.7(1.3-10.7)  0.016 5(9.3) 49(90.7)  3.6(1.4-9.3) 0.010 | 22(40.7) 32(59.2) 15(0.8-2.8) 0.161
TG 2150 mg/dL, n (%)
No 81(26.6 148 (48.5) 1.0 76 (24.9) 1.0 81(26.6) 224 (73.4) 1.0 157 (51.5) 148 (48.5) 1.0
Yes 41(234 95(54.3) 1.2(0.7-20) 0375 39(223) 09(05-1.6) 0684 | 41(234) 134(766) 1.1(0.7-1.8) 0.630 | 80 (45.7) 95 (54.3) 1.3(09-1.9) 0171
HDL-c <50 mg/dL, n (%)
No 26 (22.8) 64 (56.1) 1.0 24(21.1) 1.0 26 (22.8) 88(77.2) 1.0 50 (43.9) 64 (56.1) 1.0
Yes 96(26.2) 179(48.9) 0.8(04-13) 0.285 91(24.9 1.0(06-1.9) 0913 | 96(26.2) 270(73.8) 0.8(0.5-1.4) 0460 | 187(51.1) 179(48.9) 0.7(0.5-1.1) 0.164

OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; MetS: Metabolic syndrome; AO: Abdominal obesity; BP: Blood pressure; T2D: Type 2 diabetes; TG: Triglycerides; HDL-c: High density lipoprotein cholesterol.

*Model adjusted for age, years of schooling and by the admixture proportion.
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