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Resumen:

Los polimorfismos Arg, Gly, Gin, Glu y Thr,, [le
del gen que codifica al adrenorreceptor &?2
(ADRB2) se asocian con respuestas alteradas del
Sistema Nervioso Simpdtico. El proposito de este
estudio fue: a) determinar las frecuencias de las
tres principales variantes alélicas del gen ADRB2
en una muestra de poblacion mestiza colombiana
v compararlas con las de otros grupos étnicos, b)

1

puesto que el receptor ADRB2 regula la
movilizacion de lipidos, evaluar si el polimorfismo
Gin, Glu constituye un riesgo para el desarrollo
de dislipidemia inducida por propranolol. La
genotipificacion se realizo con técnicas de PCR-
RFLP y se confirmo con secuencracion del DNA
de muestras tomadas al azar. Para examinar la
asociacion entre el genotipo Gin, Glu del gen
ADRB2 y dislipidemia secundaria al propranolol,
se reclutaron 19 individuos sanos homocigotos
para Gln,, (nativo, n=11) o para Glu,, (mutado,
n=38). Las frecuencias alélicas son. Arg, (69.7%),
Gly,, (30.3%), Gin,, (68.8%), Glu,, (31.2%),
Thr,  (99.3) e lle, , (0.7%), los genotipos mds
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Jrecuentes corresponden a las jformas

heterocigotas Gin, Glu (48.2%) y Arg, Gly
(47.4%). En la fenotipificacion con propranolol/
encontramos que los homocigolos nativos Gln,,
disminuyeron las HDL-C (p=0.005), mientras los
mutados Glu,, incrementaron los niveles de
trigliceridos (p=0.012), lo cual sugiere que e/
polimorfismo Gin,,Glu, en sus formas
homocigotas, representa un riesgo para
dislipidemia inducida por propranolol. Estos
resultados pueden contribuir a un mejor
entendimiento de los mecanismos fisiopatologicos
de la dislipidemia secundaria a & blogueadores y
a racionalizar el uso del propranolol.
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Introduccion:

| receptor a-2 adrenérgico, uno de los
receptores del Sistema Nervioso
impatico, media respuestas autondémicas
fundamentales, tales como aumento del
inotropismo y de la frecuencia cardiaca, relgjacion
de mduasculos lisos (broncodilatacion vy
vasodilatacion), uteroinhibicion, glucogendlisis
con elevacién de la glicemia, incremento en la
secrecion de insuling, lipdlisis y degranulacion de
mastocitos (1).

El adrenorreceptor a-2 es miembro de la
superfamilia de receptores acoplados a proteina G,
consiste en una proteina de 64 kd que contiene siete
dominios hidrofébicos transmembranales, una
region amino-terminal en la cara extracelular de la
membrana y una region carboxilo-terminal en la
cara citosolica, donde ocurre la interacciéon con la
proteina G estimulante (Gs) (1,2). Dicho receptor
constituye el blanco de un numeroso grupo de
medicamentos agonistas y  antagonistas
adrenérgicos, ampliamente usados en la practica
clinica

El gen que codifica a adrenorreceptor &-2 ha sido
localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q
31-32), carece de intrones y consta de un bloque
codificante de 1242 bp (GenBank: ADRB2, codigo
de acceso M15169). EI gen ADRB2 es polimorfico
con varias sustituciones simples de bases (SNPs:
single nucleotide polymorphisms), tres de las cuales
son prevalentes en todos los grupos étnicos
estudiados: A, .G (cambia Arg,, por Gly), C. .G
(cambia GIn,, por Glu) y C,, T (cambia Thr_ ., por
Ile). Las frecuencias con que dichos alelos se
distribuyen en la poblacién varian entre los
diferentes grupos étnicos, pero tales polimorfismos
no han sido investigados en mestizo
| atinoamericano.

El SNP Gly,, es una variante con actividad de
“downregulation” (“regulacién a la baja’)
aumentada, en comparacién con el tipo nativo
Arg,., de modo que cuando el receptor &-2 es
sometido a la accion de sustancias agonistas se pone
en marcha el mecanismo de “downregulation”
acentuado, con menor densidad de receptores a-2
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como consecuencia, lo cual se reflgja clinicamente
en una susceptibilidad aumentada a algunos
des6rdenes y menor respuesta a medicamentos
agonistas &-2, comparado con €l tipo nativo (Arg,,)
(3-14). Por el contrario, el alelo Glu,, reduce la
“downregulation” inducida por agonistas &-2, lo
cua le confiere resistencia a la desensibilizacion y
respuesta incrementada a los agonistas a-2, en
relacion con d tipo nativo GIn,, (4,7,10,15-17). Aun
no estd esclarecido el mecanismo de la
“downregulation” alterada de estos dos
polimorfismos, aungue los estudios indican que se
modifica la degradacién del receptor, después de
su internalizacién (18,19).

El aelo lle,, es mucho menos comun (frecuencia
aélica 3-5%, sin que se hayan descubierto personas
homocigotas) pero particularmente disfuncional, ya
gue pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva
y portadores de la forma mutada tienen peor
prondéstico y progresan mas rapidamente hacia la
muerte o el transplante, que aquellos portadores
del genotipo nativo Thr, ., (2,20,21).

Sin embargo, debe destacarse que otros estudios
diseflados para evaluar las consecuencias
fenotipicas de SNPs aislados no han podido
corroborar las correlaciones genotipo-fenotipo ya
referidas, al parecer porque existen importantes
interacciones entre diferentes SNPs (22-26). En
sintesis, la evidencia actual sugiere la importancia
de haplotipos especificos del gen ADRB2, méas que
de alelos aislados, como marcadores genéticos de
susceptibilidad, pronéstico y respuesta a
medicamentos (27,28).

Como puede verse, todas estas investigaciones se
han enfocado en las relaciones existentes entre los
polimorfismos mencionados y los medicamentos
agonistas a&-2 y, aunque desde hace mucho tiempo
se conocen las amplias diferencias interindividuales
en las dosis Utiles y en los efectos indeseables de
los beta bloqueantes (1,29,30), ain no se ha
investigado la relacion que pudiera existir entre el
polimorfismo del receptor 4-2 y los efectos deseables
e indeseables de los farmacos que bloquean dicho
receptor.

La dislipidemia representa uno de los efectos
indeseables mas intrigantes de los a-blogqueadores,
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no solo por lo que significa como factor de riesgo
cardiovascular (31) sino porque todavia se
desconoce el mecanismo que la induce y qué tipo
de paciente esta predispuesto a desarrollarla (1).
Se sabe que las catecolaminas regulan la lipdlisis
en el tejido adiposo humano via sus receptores
4y a La estimulacién a inhibe la lipdlisis,
mientras la estimulacién & incrementa la
liberacién de acidos grasos libres en la
circulacion (1,32). Aunque algunos estudios
muestran resultados discordantes (22,33), otras
investigaciones han encontrado una fuerte
asociacion entre los polimorfismos genéticos del
receptor a-2 y trastornos metabdélicos como
hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina y
obesidad. Por ejemplo, se ha reportado que el
indice de masa corporal (IMC) y los niveles
séricos de triglicéridos estan significativamente
incrementados en individuos portadores del
alelo Glu,, (7,15,31,34), mientras otro estudio
mostro que los individuos homocigotos Gin,,
ganaron mas peso, mas tejido graso subcutaneo
y tuvieron mayor resistencia a la insulina cuando
fueron sobre-alimentados, en comparacion con
los heterocigotos y los homocigotos Glu,, (35);
el mismo alelo GlIn,, parece asociarse con
susceptibilidad incrementada a diabetes tipo 2
(36). Por otro lado, el alelo Gly,, se ha
relacionado con funcién lipolitica aumentada en
los adipocitos (32), mayores concentraciones de
acidos grasos en ayunas y menor supresion de
acidos grasos después de una carga oral de
glucosa, en comparacion con el alelo Arg, (37).

Por ultimo, también se encontr6 aumento del
fibrinégeno (38), asi como incremento en los
triglicéridos y disminucion en las HDL-C en
pacientes tratados con a-bloqueantes (39,40). La
causa de esta dislipidemia provocada por
agentes bloqueadores a4 no ha sido dilucidada,
ni los efectos del polimorfismo &-2 en las
respuestas metabdlicas a estos agentes han sido
explorados. Este estudio fue emprendido con los
siguientes objetivos: a) determinar la
distribucion alélica y genotipica de los
polimorfismos Arg, Gly, GIn,.Gluy Thr lle
entre mestizos colombianos, y compararlas con
las de otros grupos étnicos; b) determinar si
existen diferencias en respuestas
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hemodinamicas y metabdlicas al propranolol
(blogueante &, y &) entre homocigotos para el
alelo nativo GIn,, y homocigotos para el alelo
mutado Glu,,.

Materiales y Métodos
Sujetos

En la fase inicial de caracterizacion genotipica de
los polimorfismos GIn, Glu 'y Thr,Ile participaron
141 voluntarios* adultos de ambos sexos, no
consanguineos entre si y de rasgos fenotipicos
mestizos, en tanto que la genctipificacion Arg, Gly
se realiz6 en un subgrupo de 76 personas de la
misma muestra, asegurando que los 19 individuos
gue participaron en la segunda fase del estudio
fueran genotipificados para los tres polimorfismos
estudiados. Cada voluntario firmé su
correspondiente consentimiento informado. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
Médica de la Facultad de Ciencias de la Salud UTP,
en la categoria de investigacion con riesgo minimo
segun la resolucion No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia

Primera fase:
Genotipificacion

Previa extraccion del DNA genémico de
leucocitos por el método que utiliza el kit GFX
Genomic Blood Purification (Pharmacia
Biotech), se procedio a la determinacién de los
alelos Gly,, y GIn, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Aynacioglu et al. (41),
con algunas modificaciones: los dos sitios de
mutacion (A, .G y C,G) fueron identificados por
andlisis PCR-RFLP. Las amplificaciones PCR del
DNA gendmico se realizaron en 50 ul de
reaccion, en presencia de 100-200 ng de DNA,
0.2 mM de cada dNTP, 1X de buffer de reaccion
(50 mM de KCIl y 20 mM de tris-HCI, pH 8.4),
1.5 mM de MgCl,, 1.0 U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen, Life Technology), 10% de DMSO y
200 nM de cada primer, con las siguientes
secuencias 5-GAA CGG CAG CGC CTT CTT

' Sobre un estimado de 10% de homocigotos Glu,, y d=0.05, se aplico
la féormula:
n = z%pg/d? = (1.96)? X 0.1 X 0.9/0.052 = 138
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GCT GGCACCCCATy5-CTG CCA GGC CCA
TGA CCA GAT CAG. Se amplificé un fragmento
de 242 bp que incluye ambos sitios polimérficos.
Para el alelo A G las reacciones se incubaron por
3 min a 94°C, seguidas por 40 ciclos a 94°C por
45 s, 56°C por 30 s, 72°C por 45 s, con una
extension final a 72°C por 5 min; el producto
amplificado fue digerido a 37°C por 2 h con 1.0
U de Sty | (New England Biolabs. Ins.). Para el
analisis del polimorfismo C G el procedimiento
fue similar y el producto amplificado fue
digerido a 37°C por 2 h con 1.0 U de Fnu4H |
(New England Biolabs. Ins.). Los fragmentos
digeridos se separaron en gel de agarosa al 2%
y se visualizaron y analizaron en lector de geles.
Si la muestra es portadora de la mutacion Gly,
se produce un patrén de fragmentos 214/28, y si
es de tipo nativo da un fragmento de 242 bp;
del mismo modo, si la muestra es portadora del
alelu Glu,, se produce un patron 236/6, y si es
nativa el patrén serd 181/55/6 bp.

Para el estudio del alelo Thr lletambiéen se
empled el procedimiento PCR-RFLP propuesto
por Aynacioglu et al. (41), que genera un
fragmento de 280 bp con los primers 5°-GTG
ATC GCA GTGGAT CGCTACT y5-AGA CGA
AGA CCA TGA TCA CCA G, en las mismas
condiciones ya descritas, excepto que se
emplean 58°C para el annealing. 10 ul del
producto PCR se sometieron a digestion con 1.25
U de Mnll (New England Biolabs). Todos los
fragmentos RFLP fueron separados en agarosa
al 3% y visualizados por tincion con bromuro
de etidio. Si la muestra es portadora de la
mutacién C,, T se produce un patron de
fragmentos 230/50, y si es de tipo nativo da un

fragmento de 116/114/50 bp.

Con el propdsito de confirmar resultados se
hicieron secuenciaciones de muestras nativas y
mutadas elegidas al azar, las cuales ademas se
incluyeron como controles positivos. El
procedimiento de secuenciacion se realizd segin
el método didedoxi de Sanger, empleando el kit
de secuenciacion Thermosequenase Primer
Cycle (Amersham Pharmacia Biotech),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
lectura de las secuencias nucleotidicas se hizo
en el equipo secuenciador automatizado de
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DNA  ALFexpress ALFWIN

evaluation).

(software

Segunda fase:
Expresion fenotipica
(respuestas al propranolol)

Una vez concluida la tipificacion del gen ADRB2
se pasO a la segunda fase que consistio en
examinar la relacion entre el tipo de respuesta
al propranolol y la homocigosidad para el
polimorfismo GIn,,Glu del gen. Para ello se
reclutaron 11 individuos homocigotos nativos
(GlIn, GIn) y 8 homocigotos mutados (Glu,,Glu),
clinicamente sanos, que no tuvieran
antecedentes de asma o alergia al propranolol y
gue no hubieran consumido medicamentos por
lo menos una semana antes de la prueba.

En un disefio doble ciego respecto al genotipo,
los 19 voluntarios fueron sometidos a evaluacion
por el cardiologo, con registro
electrocardiogréfico, frecuencia cardiaca (FC),
presion arterial sistolica (PAS), presion arterial
diastélica (PAD) e indice de masa corporal
(IMC); si no existia impedimento a cada
voluntario se le tomaba muestra de sangre para
la medicion de fibrindgeno, colesterol total (CT),
colesterol HDL (HDL-C) vy triglicéridos (TG) y
se le entregaban las tabletas de propranolol
(Artensol ®, tab. de 40 mg, Lab. Ayerst-
Hormona, Colombia) para que tomara 20 mg
cada 12 horas durante 7 dias. A todo momento
los participantes tuvieron la posibilidad de
contactarse con los médicos tratantes para
consultar posibles reacciones adversas y aclarar
inquietudes, y se les recomend6 que no
modificaran su estilo de vida ni sus habitos
alimentarios durante la toma del farmaco. 3 a 4
horas después de la dltima dosis del séptimo dia
cada individuo fue nuevamente evaluado por
el cardiélogo y se le midieron las mismas
variables cardiovasculares (FC, PAS y PAD) en
reposo e inmediatamente después de un
régimen de gjercicio por 5 min en banda sinfin,
similar al empleado por Zhou (30), que es una
modificacion al protocolo de Bruce: 1 min a 1.7
millas por hora (2.7 km/h) a 10° de inclinacion,
1 min a 2.5 millas por hora (4 km/h) a 12°, 1 min
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a 3.4 millas por hora (5.4 kmh) a 14° y 2 min a
4.5 millas por hora (7.2 km/h) a 16°. Nuevamente
se tomaron muestras de sangre para la
determinacién de los niveles séricos post-
tratamiento de CT, HDL-C, TG y fibrinégeno.
En esta oportunidad también se tom6 muestra
de sangre en forma aleatoria a 10 participantes,
a fin de determinar la concentracion plasmatica
de propranolol, como prueba de control de
cumplimiento de la prescripcion y para efectos
de comparabilidad entre los grupos.

Determinacion de los niveles séricos de
propranolol

El procedimiento se apoyd en los métodos
propuestos por Achari R et al (43) y Braza AJ et al
(44). El propranolol (Sigma-Aldrich) en plasma fue
medido en el equipo HPLC (Hewlett Packard
modelo 1100, acoplado a detector de
fluorescencia). A 1 ml de plasma se le agregaron
10 ml de diclorometano y 100 pl de agua. La mezcla
fue agitada por 10 min y centrifugada luego a 2500
rpm por 15 min. La capa organica superior fue
recolectada en 1 ml de KH,PO, 0.1 M (pH=2.8),
agitada por 15 min y luego centrifugada otros 15
min a 2500 rpm. La capa acuosa (500 pl) fue
entonces separada e inyectada en el HPLC
(volumen= 100 pl).

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Los
solventes usados en |la separacion cromatogréfica
fueron de grado HPLC. El agua fue desionizada y
filtrada en € sistema Mill-Q. La separacion se redizé
en una columna ciano propil de fase reversa
(Supelco), conservando la columna a una
temperatura constante de 40°C. La composicion
de la fase movil fue acetonitrito:agua &cida 30:70
(trietilamina 1.2%, pH=3.0 con 85% de &cido
fosférico). El procedimiento se llevé a cabo a una
velocidad de flujo de 1 mI/min durante 8 minutos,
monitorizando el efluente en el detector de
fluorescencia, con ondas de excitacion y emision
de 315 y 350 nm, respectivamente. Bajo las
condiciones arriba mencionadas el tiempo de
retencion del propranolol fue de 4.9 min. Los
ensayos inter-dia e intra-dia para la estandarizacién
de las curvas de propranolol en plasma (n=6)
tuvieron un coeficiente de correlacion mayor de
0.99, y € coeficiente de variacion fue menor del 20%
para todas las concentraciones. La recuperacion de
propranolol en plasma fue de 77.38%. Las curvas
fueron lineales en un rango de 7.81 a 500 ng/ml,
por lo que consideramos €l limite de cuantificacién
en 7.81 ng/ml para propranolol en plasma. Puesto
gue la codeina mostré mucha variabilidad, |os
resultados se estimaron sélo con estandar externo.

Tabla1.Distribucién alélica y genotipica de los polimorfismos en los codones 16 y 27 del gen ADRB2 en mestizos colombianos

y en otros grupos étnicos’.

Grupo étnico Arg16/Arg16  Arg16/Gly16  Gly16/Gly16 Arg16 Gly16 Ref.
Colombianos 46 47.4 6.6 69.7  30.3 (este estudio)
Caucasico-Americanos 26.6 38.3 35.1 457 543 (45)
Caucasico-Europeos 13.4 45.6 41 36.2 63.8 (12)
Afro-Americanos 23.6 50.4 26 48.8 51.2 (45)
Chinos 35.6 46.2 18.3 58.7 413 (45)
Turcos 15.4 50 34.6 404 596 (41)
GIn27/GIn27  GIn27/Glu27  Glu27/Glu27 GIn27 Glu27
Colombianos 447 48.2 7.1 68.8 31.2 (este estudio)
Caucasico-Americanos 45.7 38.8 15.4 65.2 348 (45)
Caucasico-Europeos 30.1 48.5 21.3 544 456 (12)
Afro-Americanos 63.4 31.7 4.9 79.3  20.7 (45)
Japoneses 84 15 1 92 8 (46)
Chinos 85.6 14.4 1.5 928 7.2 (3,45)
Turcos 471 42.3 10.6 68.3 317 (41)
"los nimeros son porcentajes.
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Perfil Lipidico y Fibrinogeno

El CT, las HDL-C, los triglicéridos y el fibrinbgeno
se determinaron por los métodos enzimaticos
estandares.

Manejo Estadistico

Todos los andlisis se realizaron en el software SPSS
10.0 para Windows. Las frecuencias alélicas se
calcularon con base en el nimero observado de
cada alelo y en el numero de cromosomas
examinados por PCR-RFLP y secuenciacion del
DNA. El equilibrio de Hardy-Weinberg fue
establecido mediante la prueba de Chi cuadrado.
Las diferencias entre individuos homocigotos
nativos y mutados se compararon con el test de
Mann-Whitney; las diferencias intraindividuales
(pre-tratamiento vs post-tratamiento) fueron
comparadas con el test de Wilcoxon. Todas las
pruebas estadisticas se hicieron de dos colas, y se
consideraron significativos valores de p < 0.05.

Resultados

En la tabla 1 se muestran la distribucion aélicay
las frecuencias de los genotipos en las posiciones
16y 27 del gen ADRB2. El polimorfismo Thr lle se
encontré en una sola persona heterocigota para la
variante isoleucina. Las forma heterocigotas 16 y
27 fueron los genotipos mas prevalentes. El
equilibrio de Hardy-Weinberg se confirmé tanto
para € genotipo Arg, Gly (Chi=0.88, p=0.64) como
para GIn,,Glu (Chi=2.45, p=0.3). La figura 1
muestra los electroferogramas de un individuo
doblemente mutado y de otro doblemente nativo
enlosloci 16y 27.

Influencia del polimorfismo Glin ,.Glu en
las variables hemodindamicas y
metabdlicas en estado basal y post-
tratamiento. 19 individuos del grupo de
genotipados, 11 homocigotos nativos (GIn,,) y 8
homocigotos mutados (Glu,,), fueron enrolados
para participar en la exploracion de los efectos
fenotipicos del polimorfismo GIn, Glu; no se

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de mestizos colombianos homocigotos nativos y mutados en el locus 27 del
gen ADRB?2, en condiciones basales (pre-tratamiento) y después del consumo de propranolol.

GInzGln (n=11)
Pre-propranolol postpropranolol P

Gluz;Glu (n=8)
Pre-propranolol postpropranolol P

Edad (afios) 27.2+11.7

Género (M/F) 5/6

IMC (kg/m?) 23.7+4.5

FC (latidos/min) 74.249.1 62.5+7.8 0.003
PAS (mm Hg) 119.6+9.9 105.7¢10.3  0.005
PAD (mm Hg) 76.1£7.2 66.4£9.5 0.002
CT (mg/dl) 161.6+36.1 156.6+37.3  0.97
HDL-C (mg/dl) 37.8+4.4 314162  0.005
TG (mg/dl) 173+105.6 169.1+97.3  0.66
Fibrinogeno (mg/dl)  188.3+34.6 184.2¢59.5 0.29
Prop. sérico (ng/ml) 10.7x4.4

29.4+10*
4/4*
23.2¢1.5%
75.4+9.6" 65.4+10 0.018
121.3+12.5* 106.9+10.3 0.016
75.4+7.2* 65+7.6 0.017
158.4+25.2* 160.6+31.4 0.87
42.3+18.9* 40£19.3 0.33
119.8485.9*  242.3+179.8 0.012
171.9£29.6*  193.483.6 0.16
7.416.6"

Excepto donde se indica, los datos se expresan como mediaxDE. Abreviaturas: M: masculino, F: femenino, IMC:indice de
masa corporal, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presién arterial diastdlica, FC: frecuencia cardiaca,

CT: colesterol total, HDL-C: lipoproteinas de alta densidad, TG: triglicéridos, Prop: propranolol.

*P no significativas para GIn,,GIn vs Glu,,Glu en el estado basal pre-tratamiento.
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®

Figura 1. Fragmentos del gen ADRB2 correspondientes a un individuo doblemente nativo (A) y otro doblemente mutado (B)
en las posiciones A, Gy C.G.
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incluyeron heterocigotos por considerar que
pudieran mostrar efectos intermedios que
dificultaran el andlisis. En la tabla 2 se muestran
las variables demogréficas (edad, género),
fisiolégicas (IMC, FC, PAS, PAD) y bioquimicas (CT,
HDL-C, TG, fibrindégeno y niveles séricos de
propranolol) de los 19 individuos estratificados por
genotipo GIn,Glu. No hubo diferencias
significativas en las caracteristicas basales pre-
tratamiento de los 8 homocigotos para el alelo
Glu,,, comparados con los 11 homocigotos tipo-
nativo en el mismo sitio.

Por otro lado, a comparar los cambios provocados
por el tratamiento con propranolol (20 mg dos
veces al dia por 7 dias) en el grupo completo de
nativos y mutados encontramos que se
modificaron significativamente la FC (p=0.00),
PAS (p=0.00), PAD (p=0.00), HDL-C (p=0.014)
y TG (0.036); no se modificaron las variables CT
(p=1.0) y fibrindgeno (p=0.78). Sin embargo, al
analizar por separado (tabla 2) los cambios
causados por el propranolol hallamos que tanto
en el subgrupo de los nativos como en el de los
mutados se modificaron significativamente las
variables fisiolégicas (FC, PAS y PAD), pero
disminuyé la HDL-C (p=0.005) uUnicamente en
el subgrupo de los homocigotos nativos
(GIn,,GIn), mientras se incrementaron en forma
significativa los triglicéridos (p=0.012) solamente
en el subgrupo de los mutados (Glu,,Glu). EI CT
y el fibrindbgeno se mantuvieron inalterados en
ambos subgrupos.

Finalmente, no encontramos diferencias entre los
dos subgrupos en las respuestas hemodinamicas
después del test de gjercicio submaximo (datos no
mostrados).

Discusion

Existe considerable variacion en las frecuencias de
alelos y genotipos ADRB2 entre diferentes grupos
étnicos (tabla 1). Tales cambios son importantes
porque pueden contribuir a las diferencias inter-
étnicas en la prevalencia, severidad o respuesta al
tratamiento de algunas enfermedades (45-48). Este
estudio es el primero en describir las variantes
alélicas del gen ADRB2 en una muestra de
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poblacion colombiana, en la cua es prevaente el
mestizo con ancestros de blanco espafol, negro
africano e indigena americano; consecuentemente,
se esperaba encontrar una distribucién alélica
correspondiente con nuestro origen tri-étnico. En
efecto, las distribuciones del alelo Glu,, y del
genotipo Glu,,Glu en este estudio (0.31 y 0.071,
respectivamente) se sitdan en un lugar
intermedio entre el caucésico ("0.40y "0.18) y €l
afro-americano (0.21 y 0.05) (tabla 1); sin
embargo, con los polimorfismos Arg, Gly y
Thr, _Ille encontramos las méas bajas prevalencias

164
de mutados hasta ahora reportadas.

Como se mencion6 a principio, algunos pacientes
tratados con bloqueantes a-adrenérgicos muestran
incremento en los triglicéridos y disminucion de
las HDL-C y, dado que e ADRB2 es un importante
regulador de la lipdlisis en € tegjido adiposo (1,32)
y que el alelo GIn,,Glu esta asociado con el
metabolismo de los triglicéridos (7,15,31,34),
nosotros enfocamos nuestro interés en evaluar si
dicho polimorfismo en el coddn 27 se asocia con
dislipidemia por propranolol. Con tal proposito
comparamos algunas respuestas cardiovasculares
y metabdlicas de homocigotos nativos y mutados
a la administraciéon de dosis relativamente bajas
de propranolol por una semana (tabla 2). El
hallazgo de que la homocigosidad Gln,, del gen
ADRB?2 se asocia con reduccion significativa de las
HDL-C (p=0.005) y la homocigosidad Glu,, con
incremento significativo de los triglicéridos
(p=0.012), sugiere que el polimorfismo GIn, Glu
representa un factor de riesgo para dislipidemia
inducida por propranolol.

Nuestro estudio es el primero en relacionar un
polimorfismo especifico del gen ADRB2 (GIn,,Glu)
con un efecto indeseable especifico a propranolol
(dislipidemia). Debe advertirse que Ilas
conclusiones de estudios disefiados para evaluar
consecuencias fenotipicas de un SNP aislado, sin
considerar sus potenciales interacciones con otros
SNPs, deben ser tomadas con reservas,
especialmente cuando el fenotipo de interés es
frecuente y puede resultar de maltiples factores
genéticos y ambientales (49). Sin embargo, todos
los sujetos de este estudio fenotipificados con
propranolol tenian perfiles lipidicos en rangos
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normales antes de la exposicion al medicamento
(tabla 2), pero posteriormente reaccionaron de
manera diferente los nativos y los mutados, en lo
gue a HDL-C vy triglicéridos se refiere, en sdlo una
semana y sin que se hayan dado cambios en sus
habitos dietéticos o estilo de vida.

Si bien esta investigacion no fue disefiada para
explicar los mecanismos fisiopatoldgicos de la
hipertrigliceridemia y del descenso en las HDL-C
causados por propranolol, nosotros creemos que
de alguna manera tales hallazgos pueden estar
relacionados con una alteraciéon en los mecanismos
de “up-regulation” inducida por &a-bloqueadores,
como una posible extensién a la alteracion que el
polimorfismo GIn,,Glu tiene con respecto a la
“down-regulation” (7,10,15,19), hipotesis que sera
objeto de un estudio posterior de nuestro grupo.
De acuerdo con la evidencia actual los &-
bloqueadores pueden alterar el perfil lipidico
directamente modificando el metabolismo de los
triglicéridos y de las HDL-C, e indirectamente
provocando un estado de hiperinsulinemia/
resistencia a la insulina (50). Dicho sindrome de
hiperinsulinemia/resistencia a la insulina ha sido
reportado en individuos portadores del genotipo
GIn,,GIn bajo ciertas circunstancias (35,36). En
consonancia con estos hechos nosotros
esperdbamos que las modificaciones de las dos
fracciones lipidicas (TG y HDL-C) se dieran en las
mismas personas, y no que se disociaran entre
nativas GlIn,, (descenso de HDL-C) y mutadas
Glu,, (ascenso de TG). No podemos por tanto
excluir la posibilidad de un mecanismo totalmente
independiente del fenébmeno de la up-regulation
de receptores inducida por bloqueantes a.

La accion de los a-bloqueadores sobre el perfil
lipidico debe ser una importante consideracion en
el uso de tales agentes. Puesto que nuestros
resultados sugieren que la homocigosidad
GIn,,Glu confiere susceptibilidad a la dislipidemia
causada por propranolol, se abre la posibilidad de
utilizar los recursos de la farmacogenética para la
seleccion de pacientes en quienes el propranolol,
y Quizas otros a-bloqueantes, deben manejarse con
precaucion o pudieran estar contraindicados.

El poder de la presente investigacion es
necesariamente limitado y debe tenerse
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precaucion en la interpretacion de los datos, dado
el pequefio nimero de sujetos estudiados. Se
requieren estudios con mayor nimero de personas
y rasgos fenotipicos diversos, que incluyan otros
polimorfismos y haplotipos y que evallen otros
medicamentos, para precisar mejor el rol del
polimorfimo del gen ADRB2 en la dislipidemia
secundaria a a-bloqueantes. Por ultimo, hacemos
notar que este estudio solamente evaluo
voluntarios sanos, de modo que no conocemos los
efectos en poblacién enferma, tales como los
hipertensos y diabéticos, en quienes la
dislipidemia quizés tenga implicaciones clinicas
mas profundas.

Abstract

Polymorphisms of the gene that encoding to
adrenoceptor a-2 (ADRB2) are associated with
changes in a variety of responses of the
Sympathetic Nervous System. The aims of this
study were: i) to determine the frequencies of
the allelic variants Arg, Gly, Gln, Glu and
ThrIle of the ADRB2 in the Colombian
population and compare them with the
frequencies in other ethnic groups; ii) Due to
the ADRB2 gene regulates lipid mobilization,
to investigate whether the polymorphism
GIn,Glu is a risk for the development of
dyslipidemia following propranolol use.
Genotyping was performed in unrelated
Colombian volunteers using PCR-RFLP
methods. To examine the association between
the GlIn,,Glu polymorphism of the ADRB2 gene
and dyslipidemia induced by propranolol we
recruited 19 healthy individuals who were
homozygous for either the Gln,, (wild-type,
n=11) or the Glu,, (homozygous mutated, n=8)
genotype. The electrocardiography, heart rate
(HR), systolic blood pressure (SBP), diastolic
blood pressure (DBP), body mass index (BMI),
serum lipids (TC, HDL-C, TG), and fibrinogen
were determined before and after propranolol
intake. Genotypic and allelic frequencies were
(%): Arg, ,Arg,, (46), Arg, Gly., (47.4), Gly, Gly,,
(6.6), Arg,, (69.7), Gly_, (30.3); GIn, GIn,, (44.7),
GIn_Glu,, (48.2), Glu,,Glu,, (7.1), GIn,, (68.8),
Glu,, (31.2). The Thr Ile polymorphism was
found only in one subject, who was
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heterozygous for the isoleucine variant.
Furthermore, we found that as much in native
sub-group as in the mutated sub-group the
physiological variables were modified
significantly (HR, SBP and DBP), but HDL-C
diminished (p=0.005) solely in the sub-group
of the native homocygous (GIn,,GIn), while TG
were increased (p=0.012) only in the sub-group
of homocygous mutated (Glu,,Glu). TC and
fibrinogen stayed inalterable in both sub-
groups. The finding that the homocygosity
Gln,, of the ADRB2 gene is associated with
significant reduction of HDL-C, and the
homocygosity Glu,, with significant increase of
TG, suggests that GIn, Glu polymorphism
represents a risk for dyslipidemia induced by
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