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RESUMEN

Introducciéon: En estudios previos, se determiné para una poblacién con agravamiento de la diabetes tipo 2 con obesidad
(DBT+0b) que sufria estrés una prevalencia del polimorfismo de nucledtido inico (SNP) rs4704963 (T > C) del gen Early
B-Cell Factor 1 (EBF1) del 16,5%.

Obijetivos: Determinar la prevalencia de este SNP en pacientes con DBT+ Ob que acuden al Hospital Ramos Mejia de la Ciudad
Auténoma de Buenos .Aires y establecer si dicho polimorfismo se asocia con el estrés o la ocurrencia de eventos coronarios
agudos.

Material y métodos: Se llevé a cabo un estudio observacional, prospectivo, sobre prevalencia del polimorfismo en 53 pacientes
con DBT+ODb e indice de masa corporal (IMC) entre 28 y 41, atendidos en el citado hospital en un periodo de 15 meses. A
cada paciente se le computé una escala de estrés percibido, ademas de evaluarlo mediante la escala de acontecimientos vitales
estresantes.

Para el anélisis estadistico, se realizaron las pruebas de Chi cuadrado y se calcularon los odds ratio (OR).

Resultados: La poblacién evaluada (53 pacientes) tuvo una media de edad de 60,2 +9,77 anos; 47,2% fueron hombres. De ellos,
8 individuos (15,1%) presentaron el SNP y todos fueron heterocigotas. Quince sujetos (28,3%) tuvieron sindrome isquémico
agudo (SIA) y de estos solo uno (6,6%) tenia el SNP. No se hall6 relacion estadisticamente significativa entre la presencia del
SNP y la aparicién de SIA (p = 0,282). Catorce pacientes (26,4%) presentaron estrés crénico moderado o grave, y no hubo
relacion entre este hallazgo y la presencia del SNP (p = 0,979).

Conclusiones: La prevalencia del SNP rs4704963 (T > C) del gen EBF1en la poblacién de DBT+Ob estudiada fue del 15,1%
y no se hall6 relacién estadisticamente significativa del SNP con el estrés ni con el SIA.
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ABSTRACT

Background: Previous studies established that in a population with exacerbation of type 2 diabetes with obesity (DBT+Ob)
suffering from stress, the prevalence of early B-Cell Factor 1 (EBF1) gene rs4704963 single nucleotide polymorphism (SNP)
(T>C) is 16.5%.

Objectives: The aim of this study was to determine the prevalence of this SNP in patients with DBT +Ob attending Hospital
Ramos Mejia of the Autonomous City of Buenos Aires and to ascertain whether this polymorphism is associated with stress
or acute coronary events.

Methods: An observational, prospective study on the prevalence of rs4704963 SNP was performed in 53 patients with DBT+Ob
and body mass index between 28 and 41, seen in Hospital Ramos Mejia for a period of 15 months. Each patient was evaluated
with a stressful life events scale and a perceived stress scale.

The chi-square test and odds ratio (OR) were used for statistical analysis.

Results: A total of 53 patients were included in the study. Mean population age was 60.2+9.77 years and 47.2% were men.
Among these patients, 8 (15.1%) presented SNP and all were heterozygous. Fifteen patients (28.3%) had acute ischemic
syndrome (AIS), and among these, only one (6.6%) had SNP. No statistically significant relationship was found between the
presence of SNP and AIS (p=0.282). Fourteen patients (26.4%) presented moderate or severe chronic stress, and there was
no relationship between this finding and the presence of SNP (p=0.979).

Conclusions: The prevalence of EBF1 gene rs4704963 SNP (T>C) in the DBT+Ob population was 15.1%. No statistically
significant association was found between SNP and stress or AIS.
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Abreviaturas
SNP polimorfismo de nucleétido Unico
EBF1 Early B-Cell Factor 1
DBT diabetes tipo 2

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son un problema
de salud publica de primer orden y representan la
principal causa de muerte en nuestro pais. La hiper-
tension arterial junto con la obesidad, el sedentarismo,
la dislipidemia, el tabaquismo y la diabetes tipo 2 son
factores de riesgo que estan asociados con las muertes
de origen cardiovascular. El 75% de los casos de enfer-
medad arterial coronaria se explican por la presencia
de estos factores. (1)

Existe actualmente un aumento en la prevalencia de
la obesidad y la diabetes tipo 2, favorecido por cambios
en el estilo de vida, como la alimentacion hipercalérica
y la disminucién de la actividad fisica.

Es reconocida la relaciéon entre la diabetes tipo 2
asociada con obesidad y el desarrollo de enfermedad
vascular. (2) El aumento de estos dos factores puede,
generar una nueva epidemia de enfermedades cardio-
vasculares, no solo en Argentina, sino también en el
resto del mundo.

En los tltimos anos también se ha puesto el foco en la
importancia del estrés y su asociacion con los sindromes
isquémicos agudos. Dentro de estos, cobran importancia
los resultados del estudio INTERHEART, que confirman
al estrés como otro factor de riesgo coronario. (3)

Aunque los factores de riesgo psicosociales por si
mismos quiza no tengan un efecto directo en el desa-
rrollo de la enfermedad cardiovascular, si pueden con-
tribuir indirectamente a esta, a través de mecanismos
que involucran diversas vias biolégicas. (4). Asi por
ejemplo, la exposicion repetida a estrés psicosocial se
ha relacionado con el desarrollo de obesidad visceral.
(5) A su vez, se ha demostrado que los eventos estre-
santes pueden alterar la expresiéon génica mediante
modificaciones epigenéticas, como la metilacién de
regiones promotoras de los genes. (6) Estos hallazgos
apoyan la necesidad de comprender la relacién entre
predisposicién genética, estrés psicosocial y factores
metabdlicos que actiian en combinacién para aumentar
el riesgo cardiovascular.

Uno de los genes que juega un papel importante en
el riesgo de enfermedad cardiovascular es el del factor
de transcripcion Early B-Cell Factor 1 (EBF1). (7) Este
factor participa en el desarrollo del sistema inmunitario
(8), en la adipogénesis (9, 10), y actiia, ademés, como
un importante regulador de la morfologia adiposa, la
lipélisis y el desarrollo de la resistencia a la insulina.

En un estudio de vinculo genético familiar, se de-
terminé una asociacion entre aquellos individuos que
poseian el polimorfismo puntual (single nucleotid poli-
morfism: SNP) del gen EBF1 (rs4704963: cambio de T
por C), ubicado en su regién intrénica, con la aparicién
temprana de enfermedad coronaria. (7, 11)

Ob  obesidad
IMC indice de masa corporal

SIA  sindrome isquémico agudo

Asimismo, en el estudio de Singh et. al. se mostré
que los pacientes de origen caucasico que habitaban
en EE. UU. y que sufrian estrés, ademas de portar
dicho polimorfismo, tenian una mayor incidencia de
obesidad central medida por la circunferencia de cadera
y cintura. Sin embargo, estos autores no evaluaron la
incidencia de estas mutaciones en pacientes con las mis-
mas condiciones de obesidad y diabetes, y que habian
sufrido eventos coronarios agudos. (12) Cabe destacar
que no hay trabajos previos que hayan investigado esta
relacion en poblaciones de otras partes del continente,
como ser América del Sur.

Es por ello que el objetivo de esta investigacion
fue determinar la prevalencia del polimorfismo de nu-
cleétido simple rs4704963 (T > C) en el gen EBF1 en
la poblacion con diabetes y obesidad (DBT+Ob) que
acude al Hospital Ramos Mejia, asi como establecer si
existe relacion del polimorfismo EBF1 con la presencia
de estrés y la ocurrencia de eventos coronarios agudos.

MATERIAL Y METODOS

Se llevé a cabo un estudio observacional, prospectivo, sobre
prevalencia del polimorfismo EBF1 en una poblacién con
diagnostico de diabetes tipo 2 e indice de masa corporal (IMC)
entre 28 y 41, en presencia o ausencia de sindrome isquémico
agudo (SIA). Para el estudio se incluyeron de forma consecu-
tiva 53 pacientes atendidos entre diciembre de 2015 y marzo
de 2017 en el Hospital General de Agudos J. M. Ramos Mejia,
de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires,. Todos los pacientes
se encontraban tratados con metformina.

La investigacién respet6 la Resolucion N° 1490/07 del
Ministerio de Salud, que aprobé la guia internacionalmente
reconocida de “Buenas Practicas de Investigacion Clinica
en Seres Humanos” y “Buenas Practicas de Investigacion
Clinica” (GCP-ICH), asi como la letra y el espiritu de las decla-
raciones de Niiremberg, Helsinki y sus enmiendas, incluidas
las de Washington 2002, Tokio 2004, Sedl 2008 y Fortaleza
2013; también la Ley N° 3301 del Gobierno de la Ciudad de
Buenos Aires sobre “Protecciéon de Derechos de Sujetos en
Investigaciones”.

El estudio, junto con el formulario de consentimiento
informado con la hoja de informacién para el paciente (FCI),
fue aprobado por la Comisién de Etica en Investigacién del
Hospital J. M. Ramos Mejia. Se invit6 a los pacientes a firmar
el FCI, quienes conservaron el documento original. Los pa-
cientes fueron identificados por sus iniciales, por un nimeroy
por el grupo al que pertenecian; la identidad real fue conocida
Gnicamente por el médico integrante del proyecto, quien esta
alcanzado por la legislacion del secreto médico y por la Ley
N.° 25326 de Proteccién de Datos Personales.

Entre los 53 pacientes incorporados, todos ellos mayores
de 18 anos, habia hombres y mujeres. Se los clasificé en dos
grupos:

A- Pacientes con sindrome isquémico agudo dentro de los
altimos 12 meses y que, al momento del evento, presentaban
diabetes tipo 2 (DBT) y un indice masa corporal (IMC) entre
28y .41
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B- Pacientes con indice de masa corporal (IMC) entre 28
y 41y diagnéstico de diabetes tipo 2 (DBT), que no sufrieron
eventos coronarios.

No se incorporaron al proyecto los pacientes que dene-
garon el consentimiento informado, los que presentaban
patologias conocidas graves (excluida la cardiovascular), los
que tenian una expectativa de vida menor de un ano, los que
se encontraban participando de otros protocolos de investiga-
cién en los 30 dias previos a la toma de la muestra de sangre
y aquellos en los que no era posible asegurar el contacto
(personal o telefénico). También se excluyeron los sujetos con
diabetes tipo 1, antecedente de abuso de alcohol o drogas en
los dltimos 6 meses, indicacién de trasplante cardiaco, IMC
menor de 28 o mayor de 41, clinica de insuficiencia hepéaticay
aquellos con insuficiencia renal (valor de creatinina al ingreso
mayor de 2 mg/dl).

Para el diagnéstico de diabetes tipo 2 (DBT) se tomaron
los siguientes indicadores:

a) Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia, pérdida de
peso), con glucemia al azar (en cualquier momento del dia)
> 200 mg/dl

b) Glucemia en ayunas (8 h) > 126 mg/dl

¢) Glucemia postsobrecarga de glucosa (75 g) > 200 mg/
dl las 2 horas.

d) Hemoglobina glicosilada Hb Alc > 6,5

PROCEDIMIENTOS

El equipo de salud mental del HGA J.M. Ramos Mejia estuvo
a cargo de la aplicacion de las siguientes escalas para evaluar
las caracteristicas sobre estrés: escala de estrés percibido (13,
14, 15) y escala de acontecimientos vitales estresantes. (16)
La escala de estrés percibido (agudo) fue positiva si era > 28,
la escala de acontecimientos vitales estresantes (crénicos)
se considero positiva con un valor > 200. Se determiné que
el paciente tenia estrés cuando por lo menos una de las dos
pruebas fue positiva.

Para el anélisis genético, se partié de muestras de sangre
a las cuales se les extrajo el ADN utilizando el kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). La concen-
tracion de ADN se evalué midiendo la absorcién en un equipo
Nanodrop (De novix) a 260 nm de longitud de onda.

Se utiliz6 este ADN para amplificar el segmento de interés
por medio de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
anidada (nested PCR), de manera de aumentar la especifici-
dad y abaratar los costos de secuenciacién. Para la primera
reaccién de PCR se utilizaron los primers 5° AGGAGAACAT-
GCTTTGCCGT3" (forward) y 5° AGACACTTCAGGCTGACA-
CA3" (reverse), ambos producidos por Genbiotech, y la reac-
cién de PCR se realizé del siguiente modo: desnaturalizacién
inicial a 94 °C durante 2 min; 35 ciclos de desnaturalizacién
a 92 °C durante 15 seg, apareamiento a 55 °C durante 15 seg

y extension a 68 °C durante 70 seg; y extension final a 68 °C
durante 5 min.

Para la segunda reaccién de PCR se utilizaron los primers
5°GCCAGGATTCACTATCTTTGGACS" (forward) y 5°ACA-
GCTCTAAGCTTCCTCCCS" (reverse), también de Genbiotech,
ylareaccion de PCR consistié en una desnaturalizacién inicial
a 94 °C durante 2min; 35 ciclos de desnaturalizacién a 92 °C
durante 15 seg, apareamiento a 53 °C durante 15 segy extension
a 68 °C durante 30 seg; y extension final a 68 °C durante 5 min.

El amplicén fue secuenciado por Macrogen. Con los re-
sultados obtenidos, se evalué la presencia del polimorfismo
de interés utilizando el programa DNA Baser.

Los pacientes fueron seguidos por el equipo médico del
proyecto para evaluar la aparicion de algin evento adverso, y
cuando fue necesario, se realizaron otros estudios requeridos
segun la patologia presente. Los pacientes que desistieron de
esta posibilidad fueron invitados a concurrir una vez por afo
para conocer los eventos que podrian haber sufrido; quienes
se negaron a concurrir fueron llamados telefénicamente por
el equipo de profesionales. El paciente tuvo la libertad de
rehusarse también a recibir llamados telefénicos.

ESTADISTICA

El anadlisis estadistico se llevé a cabo con el programa SPSS,
version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).

Las variables continuas fueron descriptas a través de
medidas de tendencia central y de dispersion, en tanto que las
variables categéricas fueron descriptas mediante frecuencias
absolutas y relativas.

Para evaluar si existia asociacion entre la presencia de
polimorfismo y la ocurrencia de sindromes isquémicos agudos,
se aplicaron pruebas de Chi cuadrado y se calculé el riesgo
relativo (OR) con un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se
considerdé estadisticamente significativa una p < 0,05.

RESULTADOS

Las caracteristicas basales y la presencia de factores de
riesgo de los pacientes incorporados al estudio segin
el grupo considerado (con sindrome isquémico agudo
o sin este) se presentan en la Tabla 1.

Como puede observarse, la poblacién estudiada tuvo
una media de edad de 60,2 = 9,77 anos, el 47,2% fueron
hombres. El IMC promedio fue de 32,4 + 3,53 kg/m?;
45,3% fueron tabaquistas, 60,4% hipertensos, y 56,6%
tenian dislipidemia.

Del total de la poblacién incluida, 15 pacientes
(28,3%) habian tenido sindrome isquémico agudo (SIA).
De estos, 9 (17%) presentaron SIA con supradesnivel

Variables Total de pacientes DBT Sindrome isquémico agudo Tabla _1' Car.acteristi.cas de la
n =53 Sin SIA n =38 ConSIA n=15 poblacion bajo estudio

Edad (afios) 60,2 +9,77 59,8 + 10,25 61,3-+ 8,66

Proporcién hombres (%) 47,2 26,4 20,8

IMC (kg/m?) 32,4+3.53 33,1+3,41 30,6+3,29

TBQ, n (%) 24 (45,3) 15 (28) 9(17)

HTA, n (%) 32 (60,4) 19 (35,8) 13 (24,5)

DLP, n (%) 30 (56,6) 21(39,6) 9(17)
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persistente del ST y 6 (11,3%), SIA sin supradesnivel
persistente del ST. Los 38 pacientes restantes no pre-
sentaron ningin evento coronario.

Del total de pacientes, 8 (15,1%) presentaron el SNP
en forma heterocigota (Figura 1). No se encontré en
esta poblacién la forma homocigota.

De los 15 pacientes con SIA, solo uno (6,6%) pre-
sent6 el polimorfismo, mientras que hubo 7 pacientes
(18,4%) con SNP que no presentaron eventos corona-
rios. (Figura 2)

Como se puede observar, cuando se analizé la rela-
cion entre la presencia del SNP y la apariciéon de SIA
considerando el modelo genético dominante, no se

hall6 relacion entre ellos. El odds ratio fue de 3,161,
la prueba de Cochran revel6 ausencia de significacion
estadistica (p = 0,282).

Cuando se evalué el nivel de estrés en los pacientes
segun si habian presentado o no SIA, no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas. En ambos
grupos, aproximadamente el 74% presento estrés leve,
en tanto que alrededor del 26% registré estrés mode-
rado o grave (p = 0,979) (Figura 3).

Cuando se toma a la poblacién con estrés y SNP, no
se aprecian diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes que tuvieron SIA respecto de los que
no lo tuvieron (p=0,837).
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Fig. 1. Imagen representativa de la corrida electroforética de los amplicones obtenidos por nested PCR de diferentes pacientes y analisis
de homologia de las secuencias del gen EBF1. Se muestra en el inserto un electroferograma correspondiente a un paciente heterocigoto

C/T respecto del SNP analizado.
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Fig. 2. Prevalencia del SNP en
los dos subgrupos de pacientes
(con SIA y sin SIA).

Fig. 3. Prevalencia del estrés
crénico y del SNP en los dos
subgrupos de pacientes (con
SIAy sin SIA). No se observaron
diferencias significativas entre
la presencia de estrés y de SNP
(p = 0,837) al comparar estos
subgrupos.
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DISCUSION

Este estudio buscé determinar la prevalencia del SNP
rs4704963 (T > C) del gen EBF1 en pacientes que
presentan DBT+Ob y su relacién con la presencia de
estrés y de eventos coronarios agudos, considerando
un modelo genético dominante.

Nuestros resultados muestran una significativa
prevalencia de este SNP en nuestra poblacién: 15,1%.
Este valor es similar al hallado por Singh et al. en la
poblacién caucasica que vive en EE.UU. (12) Todos
los pacientes estudiados que presentaron SNP tenian
sobrepeso u obesidad grado I o moderada, segin la
clasificacion de obesidad de la Organizacién Mundial
de la Salud. Ninguno de los pacientes con SNP present6
obesidad grave.

Cuando se analiz6 a los pacientes que tuvieron el
test de acontecimientos vitales estresantes positivo,
lo que significaba estrés moderado o grave de varios
meses de evolucion, un 21,4% de ellos present6 el SNP,
pero ello no significé en la muestra poblacional una
relacion estadisticamente significativa entre estrés y
presencia del SNP.

E1EBF1 es un miembro de la familia de genes EBE,
que se expresa ampliamente en muchos tejidos tales
como linfocitos B, médula 6sea, neuronas olfativas y
adipocitos. En particular, el EBF1 juega un papel im-
portante en la promocién de la adipogénesis. (18) Por
otro lado, se ha demostrado que las concentraciones de
leptina estuvieron significativamente disminuidas en
ratones knockout para EBF1. (19)

La leptina producida en los adipocitos es una hor-
mona esencial para la prevencién de la obesidad, ya que
regula el gasto energético, el apetito y el metabolismo,
y los déficits de esta hormona derivan en el desarrollo
de la obesidad. Ademas, cabe mencionar que, en ge-
neral, el nivel sérico de leptina se incrementa por el
estrés emocional. (20) Sin embargo, el estrés, al mismo
tiempo, promueve la liberacién de glucocorticoides,
induciendo asi la resistencia a la leptina. (21) En re-
sumen, el estrés psicosocial puede provocar obesidad a
pesar del aumento de los niveles de leptina, al inducir
una resistencia a esta misma proteina. Por su parte, los
polimorfismos de EBF1 podrian contribuir al proceso
de obesidad central desencadenado por el estrés, al
disminuir el nivel de leptina.

La enfermedad coronaria esté altamente relaciona-
da con la hipercolesterolemia, la obesidad y la diabetes
tipo 2 y tiene en si un rasgo hereditario, con el papel
de los factores genéticos cada vez mas evidente en el
inicio temprano de la enfermedad. (22, 23)

Shah et al. estudiaron familias con altos niveles de
LDL-colesterol y vieron que esto estaba relacionado
con variaciones en el brazo largo del cromosoma 5
(5q.). (24) Posteriormente, Nolan et al. demostraron
que variaciones en genes ubicados en una porcion del
cromosoma 5 (5q31-33), entre los que se encuentra
el EBF1, estaban relacionadas con el inicio temprano
de la enfermedad cardiovascular. Mas atn, el SNP

rs4704963 (T > C), estudiado en nuestro trabajo, es uno
de los polimorfismos relacionados con aterosclerosis y
enfermedad cardiovascular. (25)

Si bien trabajos previos han relacionado a este SNP
con la aparicién de enfermedad vascular, este estudio es
el primero que ha investigado si existe relaciéon entre
este polimorfismo y la aparicién de SIA en una pobla-
cién con alta prevalencia de este polimorfismo, como lo
es la de pacientes DBT+Ob no mérbidos. Esa relaciéon
no pudo ser establecida en este estudio.

CONCLUSIONES

Este trabajo de gendmica es el primero que analiza la
prevalencia del SNP rs4704963 (T>C) del gen EBF1
en una muestra poblacional de DBT+Ob en América
del Sur. La prevalencia que arroja este estudio es de
15,1%. No se hall6 en esta poblaciéon una relaciéon
estadisticamente significativa entre el hecho de tener
acontecimientos vitales estresantes y la presencia del
SNP ni tampoco una mayor incidencia de sindromes
isquémicos agudos.

Se recomienda para futuras investigaciones que
aborden este tema, la ampliacién de los tamanos de
muestra, a los efectos de verificar si dicha ampliaciéon
modifica los resultados de las pruebas estadisticas.
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