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Analisis de frecuencias alélicas y
genotipicas de las variantes CYP2A6*12
y rs16969968 de CHRNA5 y su
asociacion con el habito de fumary
el indice de masa corporal (IMC) en
sujetos jovenes del noreste de México
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Association between genotype and allele
frequencies of CYP2A6*12 and rs16969968
in CHRNAS5 variants with smoking and body
mass index in young subjects from Northeast
Mexico

Background: Several studies have reported that variants rs16969968 G>A
of the CHRNAS5 gene and CYP2A6*12 of the CYP2A6 gene are associated with
smoking and smoking refusal, respectively. In addition, some studies report that
a higher cigarette consumption is associated with low body mass index (BMI).
Aim: To analyze the allele and genotypic frequencies of these variants and their
impact on smoking and BMI. Material and Methods: A blood sample was
obtained and a survey about smoking habits was answered by 319 university
students aged 18 to 35 years (127 women, 171 smokers), living in Northeastern
Mexico. Genetic variants were studied by polymerase chain reaction/ restric-
tion fragment length polymorphism and their frequencies were associated with
smoking and BMI. Results: No associations were found between the analyzed
variants and smoking in the study groups. However, there was an association
among non-smoking subjects between the A allele of rs16969968 and high a BMI
(p < 0.01). Conclusions: This last variant may be involved in food-addiction
disorders.
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bilidad y mortalidad mas importante en el
mundo y se relaciona con un gran niimero
de problemas de salud, entre ellos enfermedades

l E 1 tabaquismo es la causa prevenible de mor-

respiratorias, cardiovasculares y cdncer'. El tabaco
causa alrededor de 6 millones de muertes al ano y
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
esta cifra podria alcanzar los 8 millones para el afio

1377



ARTICULOS DE INVESTIGACION

Andlisis de las variantes CYP2A6*12 y rs16969968 - G. Borrego-Soto et al

2030. La mayoria de los consumidores de tabaco
adquieren este habito antes de cumplir los 20 afios
de edad (http://www.who.int/es/).

La nicotina es el agente adictivo del tabaco®
La nicotina es metabolizada principalmente a
cotinina por el citocromo CYP2A6 cuyo locus
se ubica en el cromosoma 19. El gen CYP2A6 es
altamente polimorfico y las variantes de CYP2A6
pueden causar diferencias individuales en el meta-
bolismo?>. Deleciones del gen CYP2A6, o parte de
este, causan reduccion de la actividad enzimdtica
y ralentizan el metabolismo de la nicotina. Los
sujetos portadores de estas deleciones son menos
propensos a fumar y menos adictos a la nicotina en
comparacion con los sujetos con la enzima de tipo
silvestre®. CYP2A6 también estd involucrado en el
metabolismo de algunas nitrosaminas aromadticas,
como el procarcinégeno NNK 4-(metilnitrosami-
no)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), resultante
de la combustién de la nicotina, especifico del
humo del cigarrillo y clasificado como carcinége-
no tipo I por la Agencia Internacional de Investi-
gacion contra el Cancer (IARC)”®. CYP2A6*12 es
una variante resultante de una translocacién entre
los genes CYP2A6'y CYP2A7 que genera un hibrido
CYP2A6/CYP2A7 formado por los exones 1-2 del
gen CYP2A7ylos exones 3-9 del gen CYP2A6; esto
causa la pérdida de 10 aminodcidos y la actividad
reducida de CYP2A6°.

Una variante que ha sido asociada a la adiccién
a la nicotina es el cambio de G>A en la posicién
1,354 del gen CHRNAS5 (rs16969968). El locus
CHRNADS estd ubicado en el cromosoma 15y co-
difica para la subunidad a5 del receptor nicotinico
de la acetilcolina'®'%. Este es un polimorfismo
de un solo nucleétido (SNP) no sinénimo que
causa un cambio de aminodcido de aspartato a
asparagina (D398N) y tiene como consecuencia la
desensibilizacién del receptor por la nicotina®. Es-
tudios de asociacién amplia del genoma (GWAS)
han mostrado asociacién del SNP rs16969968 con
la dependencia a la nicotina, en pacientes con en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
y con cancer de pulmén'*'¢. Estudios epidemio-
l6gicos han relacionado el habito de fumar a la
disminucién del indice de masa corporal (IMC)",
debido a que la nicotina disminuye el apetito y
aumenta el metabolismo corporal'®. Asimismo,
variantes de los loci CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4
ubicados en 15q25 han sido asociados con IMC
reducido en fumadores".
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Es importante analizar las frecuencias de las
variantes genéticas relacionadas con el consumo
de tabaco y su comportamiento para idear nuevas
estrategias preventivas y terapéuticas que ayuden a
la disminucién o eliminacién del hébito de fumar
y estudiar su contribucién a la obesidad. El obje-
tivo de este estudio fue investigar las frecuencias
alélicas y genotipicas de las variantes CYP2A6%12
y 1s16969968 del gen CHRNAS5 en una poblacién
de jovenes fumadores y no fumadores del noreste
de México y su asociacién con el consumo de
cigarrillos e IMC.

Materiales y Métodos

Diseiio

Se realiz6 un estudio transversal de casos y
controles para analizar la asociacién genética
de las variantes rs16969968 y CYP2A6*12 con
tabaquismo e IMC en jévenes fumadores (casos)
y no fumadores (controles) de la Universidad
Auténoma de Nuevo Le6n en Monterrey, México.

Participantes y coleccion de datos

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina y Hospital Uni-
versitario de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leén con numero BI12-005 y se respetaron las
normas éticas de la declaracién de Helsinki. Se
reclutaron 319 voluntarios, estudiantes univer-
sitarios de 18 a 35 afios de edad, entre mayo de
2013 y mayo de 2014. Los participantes firmaron
un consentimiento informado, contestaron una
encuesta acerca de la exposicién al humo del
cigarrillo, caracteristicas socio-demograficas y do-
naron aproximadamente 10 mL de sangre venosa
anticoagulada con EDTA.

Genotipificacion

El ADN fue aislado a partir de leucocitos de
sangre periférica utilizando la técnica de TSNT
(buffer de lisis: 2% Tritén, 1% SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; seguido por
extraccion fenol-cloroformo. Ver Anexo 1)y
se cuantificé utilizando Nanodrop 2000 Thermo
Scientific (Waltham, MA). Las reacciones de PCR
se realizaron en el termociclador Mastercycler Ep
gradient, Eppendorf (Barkhausenweg, Alemania)
y se utilizaron reactivos de Promega (Madison,
WI), y Sigma (St. Louis, MO).

Rev Med Chile 2015; 143: 1377-1385
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CYP2A6*12

La genotipificacién de CYP2A6*12 se desa-
rroll6 mediante el método descrito por Oscarson
y cols.?, con pequenas variaciones. El proceso se
realiz6 en dos pasos (PCR1 y PCR2). En la PCR1
se amplificé una regién comdn de CYP2A6*1
(tipo silvestre) y CYP1A6*12 (variante) de 2,3 kb
utilizando 100 ng de ADN en cada reaccion. La
mezcla de reaccién fue realizada con GoTaq Green
Master Mix (Promega), 2,5 M de los iniciadores
2A-F (5-GCACCCCTCCTGAGGTACCAC-3")y
2A6ex3R1 (5°-GTCCCCTGCTCACCGCCA-3)
en un volumen final de 10 pL. El programa de
PCR inici6 con desnaturalizacién a 95°C por
1 min, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C por 15 segundos, alineamiento a 60°C por
20 segundos, extension a 72°C por un minuto y
extension final a 72°C por 7 min. La mezcla de
reaccion para la PCR2, la cual es alelo especifica,
se realizé con 1 puL de una dilucién 1:100 del
producto de la PCR1, GoTaq Green Master Mix
(Promega), 50 uM de iniciadores sentido (2A6ex1:
5-AACACAGAGCAGATGTACA-3 o 2A7exl:
5-AACACAGAGCACATATGTG-3’) y 50 uM
de iniciadores antisentido (5-CGCTCCCCGTT-
GCTGAATA-3’) en un volumen final de 10 pL.
El programa de PCR inicié con una desnatura-
lizacién a 95°C por 1 min, seguida por 30 ciclos
de desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos,
alineamiento a 60°C por 20 segundos, extension
a72°C por 1 min y una extension final a 72°C por
7 min. Los productos fueron tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados en geles de agarosa al 1.2%

LaPCR1 identifica CYP2A6*1 con un amplicon
de 2,3 kb, mientras que la PCR2 identifica el alelo
hibrido CYP2A6/CYP2A7 con el iniciador 2A7ex1
y el alelo silvestre con el iniciador 2A6ex1, ambos
generan un amplicén de aproximadamente 1,5 kb.

CHRNA?5 (rs16969968)

Se utilizé PCR para amplificar el ADN seguido
por una reaccion de restriccién con la enzima Tagl
para identificar la mutacién siguiendo el método
de Bierut y cols'. Se utilizaron 100 ng de ADN,
GoTaq Green Master Mix de Promega, 50 uM de
los primers CHRNAS5-F (5’-CGCCTTTGGTCC-
GCAAGATA-3’) y CHRNAS5-R (5°-TGCTGATG-
GGGGAAGTGGAG-3’) en un volumen final de
10 pL para amplificar un fragmento de 435 pb. El
programa de PCR inici6 con desnaturalizacion a
94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnatu-
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ralizacién a 94°C por 30 segundos, alineamiento
a 55°C por 30 segundos, extensién a 72°C por 30
segundos y posteriormente una extension final a
72°C por 10 min. 5 pL del producto de PCR se di-
girieron con la enzima Taql durante toda la noche
a55°C. Los productos de PCR y los fragmentos de
digestién fueron observados en geles de agarosa
al 2% tenidos con bromuro de etidio. El cambio
1354G>A elimina un sitio de restriccién para la
enzima Taqly genera un solo fragmento de 435 pb
(homocigoto AA), el alelo silvestre G estd en un
sitio de corte que genera 2 fragmentos de 290 pb
y 145 pb (homocigotos GG), los heterocigotos AG
generan 3 fragmentos de 435 pb, 290 pb y 145 pb.

Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis del patrén de datos
faltantes completamente aleatorio, se omitieron
en cada andlisis los valores faltantes en las va-
riables comparadas (SPSS 19). Se determinaron
las variables demogréficas y somatométricas y
se les compard entre los grupos fumadores vs
no fumadores, y mujeres vs hombres mediante
pruebas t para variables continuas o pruebas de
Welch y pruebas de cociente de verosimilitudes
para variables categodricas. Se utiliz6 la prueba de
chi-cuadrado (y*) para evaluar el equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), las asociaciones entre
genotipos, fenotiposy el IMC, éste tiltimo agrupa-
do de acuerdo a los estindares de la OMS en bajo
anormal (<25 kg/m?), sobrepeso (> 25 - < 30 kg/
m?) y obesidad (= 30 kg/m?). Se tomé una p < 0,05
como significativa. Se ajusté un modelo logistico
ordinal con IMC agrupado como dependiente
y género, tabaquismo y alelos CHRNA5 como
independientes (JMP-SW 12).

Resultados

Descripcion de la poblacion de estudio
Trescientos diecinueve sujetos jévenes accedie-
ron a participar voluntariamente en el estudio, 148
no fumadores y 171 fumadores. La proporcién de
mujeres (127) y hombres (192) y la edad en afios
fueron semejantes entre ambos grupos; la esta-
tura, el peso, el IMC, y el IMC agrupado (mayor
sobrepeso y obesidad en fumadores) resultaron
estadisticamente diferentes, pero al ajustarse el
efecto de género en modelos de regresion el taba-
quismo carecié de significancia (Tabla 1).
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Frecuencias alélicas y genotipicas

Todos los individuos fueron genotipifica-
dos para las variantes rs16969968 de CHRNAS5
y CYP2A6*12. Las frecuencias genotipicas de
rs16969968 fueron: 0,66 homocigoto silvestres
(GG), 0,31 heterocigotos (AG) y 0,03 homocigotos
mutantes (AA). Las frecuencias genotipicas de

variantes CYP2A6*12 y rs16969968 - G. Borrego-Soto et al

CYP2A6%12 fueron: 0,93 homocigotos silvestres,
0,07 heterocigotos y 0,0 homocigotos mutan-
tes. Las frecuencias del alelo menor (FAM) de
rs16969968 y CYP2A6*12 fueron 0,185 y 0,035,
respectivamente. Las distribuciones genotipicas
de estos dos marcadores fueron consistentes con
el equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, somatométricas, tabaquismo y de consumo de alcohol de la
muestra en estudio por género

Variable

Sujetos (n)

No fumadores
Fumadores
Edad (afos) 312 observaciones 20,
No fumadores 20,
Fumadores 20,
Estatura (mts) 309 observaciones 1,
No fumadores 1,
Fumadores 1,
Peso (kg) 307 observaciones 71
No fumadores 68,
Fumadores 73,
IMC 301 observaciones 24,
No fumadores 24,
Fumadores 25
IMC agrupado’ 301 observaciones
Todos Bajo a normal 1
Sobrepeso
Obesidad
No fumadores  Bajo a normal
Sobrepeso
Obesidad
Fumadores Bajo a normal
Sobrepeso
Obesidad

Todos Mujeres Hombres p valor
319 127 192
148 66 82
171 61 110 0,10*
4 (2,5 20,2 (0,2)* 20,5 (0,2)* 0,25**
2 (0,2)* 20,1 (0,3)* 20,3 (0,3)* 0,31****
5 (0,2)# 20,3 (0,3)* 20,7 (0,3)*
70 (0,1)* 1,61(0,01)% 1,76 (0,01)# < 0,00%**
68 (0,01)# 1,60 (0,01)* 1,75(0,01)# < 0,00****
71 (0,01)# 1,62 (0,01)# 1,76 (0,01)*
.0 (17,5} 61,7 (1,4)% 77,0 (1,1)# < 0,00%**
0 (1,4)*% 59,1 (2,2)*% 75,0 (1,63)# < 0,00%***
4 (1,4)% 64,5 (2,2)% 78,5 (1,4)%
5 (4,8)¢ 23,8 (0,5) 25,1 (0,4) # 0,07%**
1 (0,4)% 23,2 (0,6) # 25,0 (0,6) *# 0,05%***
0 (0,4)# 25,0 (0,7)# 25,2 (0,5) #
92 (64%) 90 (76%) 102 (56%)
7 (26%) 16 (14%) 61 (33%)
2 (11%) 12 (10%) 20 (11%) < 0,00*
9 (71%) 51 (84%) 48 (61%) < 0,07 *****
0 (21%) 6 (10%) 37 (36%)
1 1 (8%) 4 (7%) 7 (9%)
3 (58%) 39 (68%) 54 (52%)
47 (29%) 10 (18%) 37 (36%)
1 (13%) 8 (14%) 13 (13%)

*Cociente de verosimilitudes. **Prueba t /ANOVA de un factor. ***Prueba de Welch (variables heteroscedéasticas). ****Re-
gresion con género y tabaquismo como independientes. *****Regresion logistica ordinal con género y tabaquismo como
independientes. *Media (Desviacion estandar). #Media (Error estandar de la media). #*Media (Intervalo de confianza al 95%).
'Los porcentajes fueron redondeados por lo que no en todos los casos suman 100%.

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas para variantes de rs16969968 de CHRNA5 y CYP2A6*12

Polimorfismos Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia Frecuencia FAM* EHW
(silvestre/variante) 1 2 homocigotos S heterocigotos homocigotos M (P)

CHRNAS 1516969968 (G/A) 0,815 0,185 0,66 0,31 0,03 0,185 0,86
CYP2A6*12 0,965 0,035 0,93 0,07 0,0 0,035 0,53

EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. Homocigotos S: homocigotos silvestres; Homocigotos M: homocigotos mutados.
*FAM: Frecuencia del alelo menor.
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Andlisis de asociacion de la distribucién alélica y en fumadores (datos no mostrados). Cuando se
genotipica con el habito de fumar realizaron las comparaciones de las variantes de

Ninguna de las variantes estudiadas mostr6 =~ CHRNAS5 y CYP2A6 entre fumadores y no fuma-
asociaciones con el habito de fumar (Tabla 3),ni  dores calculadas para cada género, tampoco se
con el nimero de cigarrillos consumidos por dia ~ observan diferencias (CHRNA5 mujeres: p = 0,94,

Tabla 3. Asociacion entre variantes de rs16969968 de CHRNAS5 y CYP2A6*12 con tabaquismo

CHRNAS5 (rs16969968)

Distribucion alélica Distribucion genotipica
G A Homocigoto Heterocigoto Homocigoto
silvestre (GG) (GA) mutado (AA)
Todos 522 (82%)' 116 (18%) 212 (66%) 98 (31%) 9 (3%)
Mujeres 221 (86%) 37 (14%) 96 (74%) 29 (23%) 4 (3%)
n=129
Hombres 301 (79%) 79 (21%) 116 (61%) 69 (36%) 5 (3%)
n =190
p = 0,04%; OR = 1,44** p =0,03* p < 0,00; p < 0,00; p=0,06; p < 0,00; p = 0,03***
Mujeres  No fumadoras 115 (85,8%) 19 (14,2%) 49 (73,1%) 17 (25,4%) 1(1,5%)
n=67
Fumadoras 106 (85,5%) 18 (14,5%) 47 (75,8%) 12 (19,3%) 3 (4,8%)
n =62
p =094 p = 0,42
Hombres No fumadores 134 (82,7%) 28 (17,3%) 56 (69,1%) 22 (27,2%) 3 (3,7%)
n =381
Fumadores 167 (76,6%) 51 (23,4%) 60 (55%) 47 (43,1%) 2 (1,8%)
n=109
p=0,15 p = 0,07
CYP2A6*12
Distribucion alélica Distribucion genotipica
Silvestre Hibrido Homocigoto Heterocigoto Homocigoto
silvestre mutado
(Silvestre/Silvestre) (Silvestre/Hibrido) (Hibrido/Hibrido)
Todos 591 (97%) 21 (0,3%) 285 (93%) 21 (7%) 0 (0%)
Mujeres 223 (95%) 13 (5%) 110 (89%) 13 (11%) 0 (0%)
n=123
Hombres 358 (98%) 8 (2%) 175 (96%) 8 (4%) 0 (0%)
n=183
p = 0,03%; OR = 2,5%*** p = 0,04*; p < 0,00; p < 0,00; p=0,06; p <0,00; p=0,03
Mujeres  No fumadoras 120 (96,7%) 4 (3,2%) 58 (93,5%) 4 (6,4%) 0 (0%)
n==62
Fumadoras 113 (92,6%) 9 (7,4%) 52 (85,2%) 9 (14,7%) 0 (0%)
n==61
p=014 p=0,14
Hombres No fumadores 148 (97,4%) 4 (2,6%) 72 (94,7%) 4 (5,3%) 0 (0%)
n=76
Fumadores 210(98,1%) 4 (1,89%) 103 (96,3%) 4 (3,7%) 0 (0%)
n=107
p = 0,62 p = 0,62

'"Todos los porcentajes son por renglén. *p-valor de cociente de verosimilitudes para diferencias por género. **p (A|Hom-
bre)/p (A|Mujer). ***p-valores de modelo de regresién ordinal con IMC agrupado como dependiente, los de los parametros
individuales derivados de pruebas de Wald para los efectos: modelo completo, CHRNAS5, CYP2A6*12, género, tabaquismo.
****%n (Hibrido |Mujer)/p (Hibrido |Hombre). El andlisis de CYP2A6*12 sélo se realizbd en 306 sujetos en los que se logré la
amplificacion del segmento.
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Tabla 4. Asociacion entre IMC y distribucion genotipica de rs16969968 de CHRNA5 en fumadores y no

fumadores
CHRNAS5 (rs16969968)
Distribucion alélica Distribucion genotipica

IMC n G A p GG AG AA p
No fumadores 130
Media kg/m? 24,2
Rango kg/m? 17,1-55,3

< 25 172 27 0,03* 69 22 1

> 25-<30 50 9 0,03** 20 7 1 0,01*

> 30 15 7 < 0,00*** 5 3 2 < 0,00**
Fumadores 153
Media (kg/m?) 23,9
Rango (kg/m?) 15,6-31,1

< 25 165 347 60 27 0

> 25-<30 72 20 26 18 1

> 30 31 13 12 7 2

*p-valor de prueba de cociente de verosimilitudes. **p-valor de prueba de CMH para asociacién general de categorias.

lor de prueba de tendencia de Cochran Armitage.

CHRNAS5 varones: p = 0,15. CYP2A6 mujeres:
p = 0,14, CYP2D6 varones: p = 0,62). Sin embar-
go, si se observaron diferencias entre los géneros
y las variantes.

Asociacién de los genotipos con el IMC

Tratado como una variable continua, no se
encontraron diferencias significativas entre el IMC
de fumadores y no fumadores (p = 0,19). Al in-
cluir como variable dependiente el IMC agrupado
en las categorias propuestas por la OMS (bajo a
normal, sobrepeso y obesidad) género, CHRNAS5
y tabaquismo como independientes, se obtuvieron
significancias de la prueba de ¥* bajo tasa de falsos
descubrimientos (FDR) para género masculino
(p=0,01), genotipo AA de CHRNAS5 (p=0,02),y
no asi para tabaquismo, estos resultados tienen un
cardcter exploratorio dada la baja prevalencia del
genotipo AA. No se encontraron diferencias entre
los genotipos de CYP2A6*12y el IMC en fumado-
res y no fumadores. Asimismo, no se observaron
diferencias alélicas entre las variantes rs16969968
y CYP2A6%12y el IMC (Tabla 4).

Discusién y conclusién

En el presente estudio se analizaron las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de las variantes
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rs16969968 de CHRNAS5 y CYP2A6*12yla asocia-
cién con el hdbito de fumar e IMC. El alelo A de
la variante rs16969968, se encuentra relacionado
con el hibito de fumar, la adiccidn a la nicotina,
EPOC y cancer de pulmdén®?*, mientras que
el polimorfismo CYP2A6*12 se ha relacionado
con un menor consumo de cigarrillos y mayores
probabilidades de dejar de fumar; sin embargo se
asocia con un riesgo aumentado a desarrollar can-
cer de pulmén®’. En este estudio no se encontrd
asociacion de la variante rs16969968 de CHRNAS
y CYP2A6*12 con el hédbito de fumar ni con la
cantidad de cigarrillos consumidos por dia.

Las frecuencias alélicas de CYP2A6*12 y
del alelo A de rs16969968 de CHRNAS5 fueron
0,035 y 0,185, respectivamente. La frecuencia de
CYP2A6%12 resulté mds alta que la encontrada
en los europeos y japoneses (0,02 y 0,008 res-
pectivamente)®’. Las frecuencias del alelo A de la
variante rs16969968 fueron bajas en comparacién
con europeos, pero altas en comparacién con las
poblaciones afro-americanas y de Asia oriental
(0,42, 0,07 y < 0,05, respectivamente)®2¢ (http://
www.hapmap.org). Las frecuencias de las variantes
estudiadas fueron similares en fumadores y no
fumadores (p = 0,31).

La nicotina es considerada el principal supresor
del apetito y control del peso corporal del cigarri-
llo?. Mineur y cols. demostraron que la nicotina

Rev Med Chile 2015; 143: 1377-1385



ARTICULOS DE INVESTIGACION

Andlisis de las variantes CYP2A6*12 y rs16969968 - G. Borrego-Soto et al

disminuye la ingesta de alimentos y el IMC en
modelos animales e identificaron mecanismos
moleculares y sindpticos involucrados en la dis-
minucién de la ingesta de alimentos inducida por
la nicotina®. En este estudio no se encontraron
diferencias significativas en el IMC entre fuma-
dores y no fumadores y se observé un mayor
porcentaje de sujetos con obesidad en fumadores
(12%) en comparacién con no fumadores (7,5%).
Sin embargo, si se encontraron diferencias entre
el IMC en sujetos no fumadores y los genotipos
de CHRNAS5. Algunas variantes genéticas de locus
CHRNA5-A3-B4 se han asociado con el IMC. En
este estudio el alelo A de la variante rs16969968
de CHRNAS5 se asoci6 significativamente con el
IMC de manera exclusiva en los no fumadores,
coincidiendo con lo reportado en estudios previos
por Taylor y cols®. Esto parece indicar que el alelo
A dela variante rs16969968 puede tener un papel
importante en la modulacién del IMC, pero este
efecto es independiente del hbito de fumar. Por
otro lado, el alelo A de la variante rs16969968
de CHRNAS5 se ha identificado como un factor
protector para la dependencia a la cocaina® y
los niveles elevados de ARNm de CHRNA5 se
han relacionado con la dependencia al alcohol’'.
Es importante investigar si este polimorfismo
tiene un papel en la modulacién de la ingesta de
alimentos a través de la activacion del sistema de
recompensa cerebral. Esto podria apoyar la hipé-
tesis de la adiccidn a la comida, que sugiere que
los alimentos apetecibles como los alimentos altos
en grasas o muy dulces pueden ser “adictivos”,
de una manera similar a la que se presenta en el
abuso de las drogas®>*. Por lo tanto, son necesarios

nuevos estudios para identificar los mecanismos
involucrados en este tipo de adicciéon.

Es relevante tomar en cuenta que este estudio
se realizd con un ntimero relativamente bajo de
muestras (n = 306) en comparacién con otros
estudios. En el estudio de Saccone y cols. se
analizaron 2.062 sujetos europeos-americanos,
observindose una alta frecuencia de la variante
rs16969968 de CHRNAS5 (0,650) la cual estuvo
asociada a la dependencia a la nicotina'®. Sin
embargo, en el estudio de Zhu y cols., realizado
con 400 sujetos de Alaska, se observo una baja
frecuencia de la misma variante (0,06 en fumado-
res) y no se encontré asociacién con el consumo
de nicotina*’. Por lo tanto, la frecuencia de la
variante en las distintas poblaciones y el numero
de muestra pueden ser factores importantes que
afectarfan a los estudios de asociacién. Es im-
portante mencionar también que la encuesta no
inquirié datos especificos para analizar hébitos
alimentarios; adicionalmente, no se empleé un
marcador directo del tabaquismo, como la me-
dici6én de cotinina plasmatica.

En conclusidn, se encontraron diferencias
entre el alelo A y el genotipo AA de rs16969968
y el IMC en los no fumadores, pero no se encon-
traron diferencias de las variantes rs16969968 y
CYP2A6%12 entre fumadores y no fumadores.
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Anexo 1

Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre periférica por la técnica de TSNT (2% Triton, 1% SDS, 100 mM Nadl, 10
mM Tris-HCl (pH 8.0)

Fundamento

En la técnica de extraccion de TSNT, el primer paso consiste en lisar las células de sangre periférica por la accién desnatura-
lizante de los detergentes SDS y Tritdon X-100. Las proteinas desnaturalizadas son extraidas con fenol y Sevag, al centrifugar
forman una palca sélida en la interfase, entre la fase acuosa y la organica. La parte superior corresponde a la fase acuosa,
en esta se encuentra el ADN, el cual se precipita agregando etanol. El ADN obtenido se lava con etanol al 70% para eliminar
sales, se seca y se disuelve en una solucién amortiguadora de Tris-EDTA (TE).

Material y equipo

e Tubos Eppendorf de 2mL

*  Puntillas y micropipetas de 20, 200 y 1000 uL
*  Microcentrifuga
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Reactivos

e Buffer de lisis TSNT (2% Triton, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)
e Fenol saturado con Tris-HCl pH = 8.0

e Sevag (Cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1)

* Etanol 96% y 70%

e Buffer TE 1X (10mM Tris-HCl pH = 8.0, TmM EDTA)

e Buffer de Tris-borato (TBE) 1X

Metodologia
1. Tomar 500 uL de sangre periférica anticoagulada con EDTA y colocarlo en un tubo Eppendorf de 2 mL.
2. Agregar 200 uL de buffer de lisis TSNT y mezclar por inversion.
3. Agregar 500 uL de fenol saturado. Mezclar por inversion.
4. Agregar 100 uL de sevag. Mezclar por inversién.
5. Cerrar el tubo y cubrir con parafilm
6. Homogenizar completamente el contenido del tubo en agitador vortex por espacio de un minuto, hasta observar el

contenido del tubo sin grumos. Retirar con cuidado el parafilm.
. Afadir 200 uL de TE y mezclar por inversiéon 1 minuto.
. Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm.
9. Recuperar la fase acuosa que se encuentra en la parte superior (sin tocar la interfase blanca) utilizando una micropipeta
de 200 ulL y transferir a un tubo Eppendorf de 2 mL.
10. El ADN se precipita agregando lentamente dos volimenes de etanol al 96%. Se mezcla por inversion hasta observar la
precipitacion del ADN en forma de hebra blanca.
11. Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm. Descartar el sobrenadante.
12. Lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 70%, mezclar y centrifugar igual que en el paso anterior y decantar con cuidado
el sobrenadante.
13. Secar la pastilla al aire. Una ve seca agregar 50 a 100 uL de TE, el volumen dependera del tamafo de la pastilla. Resus-
pender completamente la pastilla de ADN agitando suavemente el fondo del tubo.
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