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Resumen

Antecedentes: existe poca evidencia sobre el papel de los polimorfismos de CETP en sujetos obesos diabéticos.

Objetivos: evaluar la asociacion del polimorfismo (rs1800777) del gen CETP sobre parametros antropométricos, perfil lipidico y adipocitoquinas
en pacientes obesos con diabetes mellitus.

Material y métodos: un total de 229 obesos con diabetes mellitus tipo 2 fueron reclutados. Una impedancia bioeléctrica, la presion arterial,
ingesta dietética, ejercicio y bioquimica fueron analizados.

Resultados: un total de 217 pacientes (94,8%) presentaron el genotipo GG y 12 pacientes GA (5,2%) (no se detectd el genotipo AA). EI peso
(delta: 14,4 + 2,1 kg, p = 0,01), indice de masa corporal (delta: 2,2 + 1,1 kg/m?, p = 0,01), masa grasa (delta: 11,2 + 3,1 kg, p = 0,02),
circunferencia de la cintura (delta: 3,9 + 2,0 cm, p = 0,02), indice cintura-cadera (delta: 0,04 + 0,02 cm; p = 0,01), triglicéridos (delta: 48,6 +
9,1 mg/dl,p=0,03)y leptina (delta: 58,6 + 15,9 mg/dl, p = 0,02) fueron superiores en los pacientes con el alelo A que en los no portadores
del alelo A. EI HDL-colesterol fue menor en los portadores de alelo A que los no portadores (delta: 5,6 + 1,1 mg/dl, p = 0,03). Manteniéndose
las diferencias en los analisis multivariantes en los niveles de HDL colesterol, masa grasa y peso.

Conclusion: nuestros resultados muestran una asociacion del polimorfismo en posicion +82 del gen CETP sobre los niveles de HDL colesterol,
y parametros de adiposidad en pacientes obesos con diabetes mellitus tipo 2.

Abstract

Background: There is few evidence of cholesterol ester transfer protein (CETP) in subjects with obesity and diabetes mellitus.

Objectives: We examined the association of the polymorphism (rs1800777) of CETP gene on anthropometric parameters, lipid profile and
adipokines in subjects with obesity and diabetes mellitus type 2.

Material and methods: A population of 229 obese subjects with diabetes mellitus type 2 was enrolled. An electrical bioimpedance, blood
pressure, dietary intake, exercise and biochemical analyses were recorded.

Results: Two hundred and seventeen subjects (94.8%) had genotype GG and 12 GA (5.2%) (genotype AA was not detected). Weight (delta:
14.4 + 2.1 kg, p = 0.01), body mass index (delta: 2.2 + 1.1 kg/m?, p = 0.01), fat mass (delta: 11.2 + 3.1 kg, p = 0.02), waist circumference
(delta: 3.9 = 2.0 cm, p = 0.02), waist to hip ratio (delta: 0.04 = 0.02 cm; p = 0.01), tryglicerides (delta: 48.6 + 9.1 mg / dI, p = 0.03) and
leptin levels (delta: 58.6 + 15.9 mg/dl, p = 0.02) were higher in A allele carriers than non A allele carriers. Levels of HDL-cholesterol were lower
in A allele carriers than non-carriers (delta: 5.6 + 1.1 mg/dl, p = 0.03). In regression analysis, HDI cholesterol, weight and fat mass remained
in the model with the SNP.

Conclusion: Our results show an association of this CETP variant at position +82 on HDL cholesterol, levels and adiposity parameters in obese
subjects with diabetes mellitus type 2.
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INTRODUCTION

En la literatura se ha demostrado una asociacion inversa e
independiente entre la concentracion de HDL-colesterol (HDL-C)
y el riesgo de enfermedad cardiovascular (1). Esta demostrado
ampliamente que las concentraciones de HDL colesterol eran
predictivas de eventos cardiovasculares, incluso en los indivi-
duos tratados con estatinas con concentraciones de coleste-
rol LDL < 70 g/dl (2). EL metabolismo de HDL colesterol esta
muy bien descrito, existiendo dos proteinas que desempefian
un papel importante en esta via: la proteina transportadora de
casete de union a ATP A1 (ABCA1) y la proteina de transferencia
de éster de colesterol (CETP). La proteina CETP participa en el
metabolismo de HDL, facilitando la transferencia de ésteres de
colesterol de HDL a lipoproteinas que contienen ApoB a cambio
de triglicéridos que se transfieren a HDL (3). La relacion que
existe entre algunos polimorfismos (SNP) del gen CETP con las
concentraciones de HDL colesterol ya ha sido descrita en la lite-
ratura (4-9). Se ha descrito un polimorfismo de tnico nucledtido
en el gen CETP (rs1800777) localizado en la region codificadora
de este gen, no existiendo trabajos realizados especificamente
en pacientes con obesidad y diabetes mellitus, de ahi el interés
de su evaluacion. El alelo menor (A) de este SNP aparece con
una baja frecuencia en la poblacion general (2-7%) (10). El alelo
A se ha asociado con concentraciones mas bajas de colesterol
HDL (10) y mayor actividad CETP (11). En otro trabajo el alelo A
de este SNP se asocio con el espesor de la pared intima media
de la cardtida y la calcificacion de la arteria coronaria (12).
Aunqgue como vemos en la literatura la CETP es importante en
el metabolismo de HDL y se conoce que los SNP del gen CETP
se asocian con las concentraciones de HDL-colesterol, esta area
de investigacion es de interés porque los trabajos realizados con
las variantes genéticas de este gen (4-11) no han valorado la
posible relacion con parametros antropométricos, resistencia a
la insulina y adipocitoquinas.

En el presente trabajo se evalud la asociacion del polimorfismo
(rs1800777) del gen CETP sobre los parametros antropométricos
de la obesidad, perfil lipidico y adipocitoquinas en sujetos con
obesidad y diabetes mellitus tipo 2.

MATERIAL Y METODOS

SUJETOS

Se analizé una muestra de 229 sujetos obesos (indice de masa
corporal > 30 kg/m? con diabetes mellitus tipo 2 diagnostica-
dos segun criterios ADA con una glucemia en ayunas superior a
126 mg/dl sin realizar test de sobrecarga oral de glucosa (13),
de reciente diagndstico sin ningun tratamiento especifico para
su diabetes. Estos pacientes habian sido remitidos a la consulta
externa de nutricion clinica desde enero a diciembre de 2013.
Todos los participantes firmaron un consentimiento informado
del protocolo aprobado por el Comité de Ensayos Clinicos del
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Hospital. Los sujetos fueron excluidos si tenian antecedentes de
enfermedad cardiovascular o accidente cerebrovascular durante
los ltimos 24 meses, antecedentes de cancer sometidos a trata-
miento activo, pérdida de peso de mas del 5% del peso corporal
en los Ultimos 6 meses, colesterol total > 250 mg/dl, triglicéridos
> 250 mg/dl, presion arterial > 140/90 mmHg, asi como el uso
de metformina, sulfonilurea, inhibidores del tipo dipeptidil tipo IV,
tiazolidinodionas, insulina, glucocorticoides, agentes antineopla-
sicos, bloqueadores de los receptores de angiotensina, inhibido-
res de la enzima convertidora de angiotensina, estatinas y otros
farmacos antidislipidémicos.

PROCEDIMIENTO

El peso, la presion arterial, glucosa basal, proteina C reactiva
(PCRY), insulina, resistencia a la insulina (HOMA-IR), colesterol
total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicéridos y adipocitoqui-
nas (leptina, adiponectina, resistina) se determinaron en todos
los sujetos. Todas las determinaciones analiticas se realizaron en
una muestra de sangre tras ayunas de 8 horas, y se congelaron a
-80 °C para realizar en el mismo momento las determinaciones.
Se realizd también una bioimpedancia y una evaluacion prospecti-
va de la ingesta nutricional durante 3 dias. Se estudio el genotipo
del polimorfismo del gen receptor CETP.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Los niveles de glucosa plasmatica se determinaron usando
un método automatizado de glucosa oxidasa (analizador de glu-
cosa 2, Beckman Instruments. Fullerton, California). La insulina
se midio por radioinmunoensayo (RIA) con una sensibilidad de
0,5 mUI/L (rango normal de 0,5 a 30 mUl/L) (14) y la eva-
luacion del modelo de homeostasis para la sensibilidad a la
insulina (HOMA-IR) se calculd utilizando estos valores (15). La
PCR se midié por inmunoturbimetria (Roche Diagnostis GmbH.
Mannheim, Alemania), con un rango normal de (0-7 mg/dl) y
una sensibilidad analitica de 0,5 mg/dl. Las concentraciones
séricas de colesterol total y de triglicéridos se determinaron
por ensayo colorimétrico enzimatico (Technicon Instruments,
Ltd., Nueva York, N.Y., EE. UU.), mientras que el colesterol HDL
se determind enzimaticamente en el sobrenadante después de
la precipitacion de otras lipoproteinas con sulfato de dextra-
no-magnesio. El colesterol LDL se calculd utilizando la formula
de Friedewald (16). La adiponectina se midié mediante ELISA
(R & D Systems, Inc. Minedpolis, EE. UU.) con una sensibili-
dad de 0,246 ng/ml y un intervalo normal de 8,65-21,43 ng/
mL (17). La leptina se midié mediante ELISA (Diagnostic Sys-
tems Laboratories, Inc. Texas, EE. UU.) con una sensibilidad de
0,05 ng/mL y un intervalo normal de 10-100 ng/mL (18). La
resistina se midié mediante ELISA (Biovendor Laboratory, Inc.
Brno, Republica Checa) con una sensibilidad de 0,2 ng/mL con
un intervalo normal de 4-12 ng/mL (19).
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GENOTIPADO

Los primers y sondas de oligonucledtidos se disefiaron con el
programa Beacon Designer 5.0 (Premier Biosoft International®.
Los Angeles, California. EE. UU.). La reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) se llevo a cabo con 50 ng de ADN genomico,
0,5\mul de cada primer (cebador adelante: 5 ‘- ACGTTGGAT-
GCTCTTCGACATCATCAACCC - 3’y reverso 5 ‘- ACGTTGGATGA-
ATCCTGTCTGGGCCTCTCT - 3’ en un volumen final de 2 microL.
EI DNA fue desnaturalizado a 95 °C durante 3 min, seguido de
50 ciclos de a 95 °C durante 158,y a 61,3 °C durante 45 s. La
reaccion de la polimerasa se llevo a cabo en un volumen final
de 25 ulL que contenia 12,5 uL de IQTM Supermix (Bio-Rad®.
Hercules, California. EE. UU.) con la Tag ADN polimerasa.

PROCEDIMIENTOS ANTROPOMETRICOS
Y PRESION ARTERIAL

También se midieron la circunferencia de la cintura (diame-
tro mas estrecho entre el proceso xifoide y la cresta iliaca) y la
cadera (diametro mas ancho sobre los trocanteres mayores), con
ambos parametros se calculd la relacion cintura/cadera (ICC). El
peso corporal se midid con una precision de 0,1 kg y el indice
de masa corporal se calculé como peso corporal en kg/(talla en
m?) (Omrom. Los Angeles, California. EE. UU.). La bioimpedancia
eléctrica del cuerpo tetrapolar se utilizd para determinar la com-
posicion corporal con una precision de 5 g (20) (EFG, Akern, Pi,
It). La presion sanguinea se midid dos veces tras un periodo de
reposo de 10 minutos con un esfigmomandémetro de mercurio
(Omrom, Los Angeles, California, EE. UU.) y se promediaron los
resultados.

HABITOS ALIMENTICIOS

Todos los sujetos evaluados recibieron instrucciones para
registrar su ingesta dietética diaria cuantitativa durante tres dias
incluyendo un dia de fin de semana con el fin de ajustar nuestro
resultado por ingestas dietéticas. El manejo de los datos dietéticos
se realizd mediante un software, incorporando el uso de escalas
de alimentos y modelos para mejorar la precision de tamafio de
porcion (Dietsource®, Gen, Swi). Este software utilizo las tablas
de composicion nacional de alimentos (21). La actividad fisica
(minutos por semana) se evalud mediante el test internacional
de actividad fisica (22).

ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio de la muestra se calculd para detectar diferencias
superiores a 4 mg/dl en colesterol HDL con un 90% de potencia
y un 5% de significacion (n = 200). Los resultados se expresa-
ron como promedio + desviacion estandar. La distribucion de
las variables se analizo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

D. A. de Luis et al.

Las variables cuantitativas con distribucion normal se analizaron
con una prueba t de Student de dos colas. Se utilizaron pruebas
no paramétricas en variables no normales. Las variables cua-
litativas se analizaron con la prueba del Chi-cuadrado, con la
correccion de Yates como necesario y la prueba de Fisher. En las
variables que presentaron en el analisis univariante una asocia-
cion con el genotipo se realizd un andlisis multivariante ajustado
por edad, sexo, peso, ejercicio e ingesta. El andlisis estadistico se
realizd para la combinacion de GA y AA como grupo y GG genotipo
como segundo grupo, con un modelo dominante. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p inferior a 0,05.

RESULTADOS

Un total de 229 pacientes obesos con diabetes mellitus tipo 2
y sin tratamiento farmacoldgico firmaron el consentimiento infor-
mado y fueron reclutados en el estudio. La edad media fue de
54,2 + 9,3 afos y la media de IMC 38,7 + 5,3. Todos los sujetos
presentaron un peso estable durante el periodo de 2 semanas
anteriores al estudio (variacion de peso corporal, 0,16 + 0,1 kg).
Un total de 217 pacientes (94,8%) presentaron el genotipo GG y
12 pacientes GA (5,2%) (no se detectd el genotipo AA). La edad
fue similar en ambos genotipos (GG, 56,4 + 9,1 afios vs. GA, 52,3
+ 7,1 afios: ng). La distribucion por sexo fue similar en los dos
genotipos (GG, 34,6% varones vs. 65,4% mujeres vs. GA, 25,0%
varones vs. 75,0% mujeres: ns). La variante estaba en equilibrio
de Hardy-Weinberg (p = 0,29).

La tabla | muestra la media y la desviacion estandar de los
parametros antropométricos y la presion arterial. El peso (delta:
14,4 + 2,1 kg, p = 0,01), indice de masa corporal (delta: 2,2
+ 1,1 kg/m?, p = 0,01), masa grasa (delta: 11,2 = 3,1 kg, p
= 0,02), circunferencia de la cintura (delta: 3,9 + 2,0 cm, p =
0,02) e indice cintura-cadera (delta: 0,04 + 0,02 cm; p = 0,01)
fueron superiores en los pacientes portadores del alelo A que en
los no portadores. En los andlisis de regresion multiple ajustado

Tabla I. Variables antropométricas
y presion arterial

. GG GA
Variables n =151 n=78 p valor
IMC 378+29 39,9 +6,1* 0,01
Peso (kg) 95,2 +15,7 109,9 =17,7* 0,01
Masa grasa (kg) | 39,4 + 5,1 50,4 + 4,2* 0,02
CC (cm) 116,56 + 4,7 120,3 + 3,6* 0,02
ICC 0,97 + 0,09 0,98 + 0,03* 0,01
TAS (mmHg) 128,1+98 130,3+ 7,1 0,37
TAD (mmHg) 83,8 +5/1 84,3+49 0,36

IMC: indice de masa corporal; CC: circunferencia de la cintura, ICC:

indice cintura cadera; TAS: tension arterial sistolica; TAD: tension arterial
diastolica; ICC: indice cintura cadera. *p < 0,05 diferencia estadisticamente
significativa.
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por edad, sexo, peso, ejercicio e ingesta, el alelo A permanecio
en el modelo final beta 12,30 kg (IC95% 7,22-18,36) para peso
y masa grasa beta 7,19 kg (IC95% 4,10-12,88).

La tabla Il muestra los factores clasicos de riesgo cardiovas-
cular. Los niveles de HDL-colesterol fueron menores en los por-
tadores de alelo A que los no portadores (delta: 5,6 + 1,1 mg/
dl, p = 0,03), sin embargo los triglicéridos fueron mayores en
los portadores del alelo A (delta: 48,6 + 9,1 mg/dl, p = 0,03).
En los andlisis de regresion multiple ajustado por edad, sexo,
peso, ejercicio e ingesta, el alelo A permanecié en el modelo
final beta 4,21 mg/dl (1C95% 0,89-8,50) para HDL colesterol
y no permanecio para triglicéridos beta 13,90 mg/dl (1IC95%
-4,19-68,13).

La tabla Il muestra la ingesta nutricional con registros de ali-
mentos escritos de 3 dias. No se detectaron diferencias estadis-

Tabla Il. Parametros bioquimicos

(media = SD)
. GG GA
Variables n =151 n=78 vaFI’or
Glucosa (mg/dl) 159,4 +22,3 | 160,1+23,3 | 0,31
Colesterol total (mg/dl) | 209,5+31,1 | 211,5+23,9 | 0,33
LDL-colesterol (mg/dl) | 132,6 +35,1 | 131,6 £29,9 | 0,61
HDL-colesterol (mg/dl) | 51,8 +11,5 46,1 +9,8" 0,03
Triglicéridos (mg/dl) 138,4 +38,1 | 186,1 +46,4* | 0,03
Insulina (mUI/L) 16,7 = 6,1 17,8 +8,0 0,53
HOMA-IR 56+1,8 59+27 0,63

HOMA-IR: homeostasis model assessment; HDL. lipoproteina de alta
densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad. *p < 0,05 diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla lll. Ingesta dietética y actividad
fisica (media = SD)

. GG GA
Variables n = 151 n=78 va’I)ue
Energia (calorfas) 1928,5+565,9 | 1934,9+4331 | 0,60
Carbohidratos (g/dia) 209,4+71,8 | 208,1+619 0,43
Grasas (g/dia) 84,2 + 31,1 85,9 + 31,1 0,61
Proteinas (g/dia) 88,1212 89,8 20,5 0,70
Colesterol (mg/dia) 276,5+29,1 | 280,8+234 | 047
B B B
Fibra (g/dia) 16,1 +7,8 16,0 £6,9 0,64
Alcohol (g/dia) 12,8+ 34 119+21 0,39
Ejercicio (min/semana) 70,1+7,0 69,1 +9,1 0,54

La actividad fisica (minutos por semana) se evalué mediante el test

internacional de actividad fisica. La ingesta se evalud con una encuesta
cuantitativa. Sin diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla IV. Niveles de adipocitoquinas
y proteina C reactiva (media = SD)

. GG GA
Variables n =151 n=18 p value
Resistina (ng/dl) 59+ 311 7,0+3,8 0,61
Adiponectina (ng/dl) | 17,5+9,4 | 158=+11,4 0,49
Leptina (ng/dl) 52,6 +16,4 | 10,5+ 20,9 0,02
PCR (ng/d) 51+30 55+28 0,49

PCR: proteina C reactiva. Diferencias no estadisticamente significativas.

ticas en la ingesta de calorias, carbohidratos, grasas y proteinas.
El ejercicio aerdbico por semana fue similar en ambos grupos.
La tabla IV muestra los niveles de adipocitoquinas. Los niveles
de leptina fueron superiores en los portadores del alelo A (del-
ta: 58,6 + 15,9 mg/dl, p = 0,02). No se detectaron diferencias
estadisticas en el resto de adipocitoquinas analizadas (resistina
y adiponectina). En el andlisis de regresion mltiple ajustado por
edad, sexo, indice de masa corporal e ingesta, el alelo A no per-
maneci6 en el modelo final beta 42,1 ng/ml (IC95% -3,8-67,9).

DISCUSION

El principal hallazgo de nuestro estudio fue que el SNP
(rs1800777) del gen CETP se asoci6 con los niveles de HDL-co-
lesterol y triglicéridos, asi como con parametros de adiposidad,
como el peso, la masa grasa por impedanciometria, circunferen-
cia de la cintura y el indice cintura cadera.

El objetivo principal de nuestro estudio transversal fue investigar
la asociacion del este polimorfismo con el perfil lipidico, antropo-
metria y los factores de riesgo cardiovascular. En nuestro trabajo
conseguimos demostrar una asociacion inversa del alelo A en la
posicion +82 con los niveles de colesterol HDL y directa con los
valores de triglicéridos circulantes (aunque esta asociacion no se
mantuvo en el andlisis multivariante), asi como con los parametros
antropométricos, ya que los portadores del alelo A presentaron
valores mas elevados de adiposidad. La frecuencia del alelo menor
(A) en nuestro estudio (5,2%) es similar a la que se informd ante-
riormente (2-7%) (10,11). Algunos trabajos previos demostraron
que algunos genotipos frecuentes de CETPreducen la actividad de
CETP (23) en aproximadamente 5% a 10%, modificando los niveles
del colesterol HDL entorno al 3%-5%. Un metaandlisis (23) reviso 6
genotipos de CETPincluyendo rs1800777; los resultados de este
articulo sugieren que los individuos con alelos menores presentan
menores niveles de colesterol HDL y un aumento del riesgo coro-
nario. Una limitacion de este metaandlisis (23) es que incluye tra-
bajos originales que no han controlado diferentes factores del estilo
de vida que influyen claramente sobre los niveles de HDL coleste-
rol, esta falta de control podria constituir un sesgo en la asociacion
descrita. Los determinantes ambientales de los niveles de coleste-
rol HDL (por ejemplo, el alcohol, el ejercicio y la ingesta de grasas
en la dieta) si que se han controlado en nuestro estudio transversal.
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En un reciente estudio transversal multiétnico, Tsai y cols. (24)
mostraron que el alelo A del polimorfismo rs1800777 estaba aso-
ciado con las concentraciones de HDL colesterol. En un estudio
previo, el polimorfismo rs1800777 se asocié con mayor actividad
de la proteina CETP y colesterol HDL mas bajo, relacionandose
también con estenosis carotidea y aumento de la presencia de
calcio coronario (14). El mecanismo exacto por el que esta variante
en la region codificadora del gen CETPinfluye sobre la enfermedad
de la arteria coronaria permanece ain desconocido.

Hasta donde sabemos la relacion entre este SNP y los mar-
cadores de adiposidad han sido evaluados en un trabajo y no se
ha encontrado una relacion significativa (25); tampoco se han
realizado estudios especificos en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2. No se ha evaluado la relacion de este SNP con la ingesta
dietética; solo hemos encontrado un trabajo en la literatura (26)
en el que en un grupo de adolescentes tratados con dieta, este
polimorfismo lograba explicar hasta el 2% del cambio BMI-SD
después de 10 semanas de la intervencion con una dieta hipoca-
lérica. En este trabajo no se midid la circunferencia de la cintura
ni la masa grasa con impedanciometria como en nuestro estudio.
No obstante, la asociacion con los parametros de adiposidad,
tanto al principio como después de la intervencion dietética, fue
estadisticamente significativa. EI mecanismo molecular exacto
responsable de los efectos bioldgicos sobre la obesidad (masa
grasa, circunferencia de la cintura y relacion cintura/cadera) no
se ha descrito hasta la fecha. Tal vez este SNP podria influir en la
diferenciacion del tejido adiposo visceral, aunque otro mecanismo
desconocido podria estar implicado en esta interesante relacion.
Por ultimo, la relacion de rs1800777 con los niveles séricos de
leptina tampoco habia sido descrita anteriormente. Nuestros
datos podrian explicarse por la asociacion del alelo menor con
una mayor masa grasa en el analisis multivariante lo cual explica
unos valores mas elevados de leptina circulante y la pérdida de
asociacion con la leptina al realizar el andlisis ajustado.

Nuestro trabajo sin duda presenta algunas limitaciones. En pri-
mer lugar, hay muchos factores no genéticos no controlados que
podrian influir en las relaciones encontradas con nuestro disefio
(estado hormonal, tipo de ejercicio, etc.). En segundo lugar, no
se analizaron subtipos de particulas HDL. En tercer lugar, solo se
analizd un SNP del gen CETP, por lo que otras variantes genéti-
cas podrian estar implicadas en estas asociaciones encontradas.
Finalmente, nuestro disefio es un estudio trasversal, no pudiendo
inferir causalidad en los resultados obtenidos.

En conclusion, nuestros resultados muestran un papel impor-
tante de esta variante de CETP en la posicion +82 sobre el
colesterol HDL, la masa grasa y la obesidad central en pacientes
obesos con diabetes mellitus tipo 2.
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