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ABREVIATURAS

ACTH: Adrenocorticotropina

ADRB3: Gen del receptor beta 3 adrenérgico
AMPK: Quinasa dependiente de AMP ciclico
AMP1: Gen de la adiponectina 1

AgRP: Péptido agouti

DBT: Diabetes

ECV: Enfermedad cardiovascular

FSH: Hormona foliculoestimulante

FTO: Gen asociado a masa grasa y obesidad
GNB3: Gen de la subunidad beta 3 de la proteina G
HDL: Lipoproteina de alta densidad

HTA: Hipertension arterial

IL6: Gen de la interleuquina 6

IMC: indice de masa corporal

LDL: Lipoproteina de baja densidad

Lep: Leptina

LH: Hormona luteinizante

MC4R: Gen del receptor 4 de la melanocortina
MSH: Hormona estimulante de melanocortina
NHE1: Gen del intercambiador de sodio e hidrogeno
POMC: Gen de la proopiomelanocortina

PPARG: Gen del receptor gamma para sustancias proliferadoras de peroxisomas



INTRODUCCION






La obesidad es una enfermedad crénica, multifactorial y compleja que desde hace un tiempo
representa un importante problema de la salud publica por las dimensiones que esta adquiriendo
en la mayor parte de los paises desarrollados, en los que afecta a proporciones considerables de
poblacion.

Distintos estudios poblacionales disponibles apuntan tendencias crecientes de la obesidad y el
impacto economico que ejerce sobre el gasto sanitario, tanto por su tratamiento como por el de
sus complicaciones.

Es preocupante su aumento entre los nifios y adolescentes ya que su presentacion tan temprana
nos lleva a pensar en futuros adultos obesos y con consecuencias en la salud de los mismos
debido a su asociacién con sindrome metabdlico y la consecuente enfermedad cardiovascular,
primera causa de morbimortalidad en paises desarrollados y en vias de desarrollo.

Se sabe que en la obesidad influyen tanto factores genéticos como ambientales y conductuales y
que la aparicion de la obesidad como fenotipo se debe a la influencia de estos 2 ultimos sobre
una base genética predisponente que se dispara.

Modificaciones en la calidad de la dieta, alteraciones en las conductas alimentarias, el
sedentarismo y el creciente desapego a la realizacion de deportes entre los nifios, debido al
aumento de los tiempos frente al televisor, la computadora o las consolas de juego, ha hecho
que polimorfismos, presentes en distintos genes, vinculados con la regulacién del metabolismo
energético y que en algun momento fueron Utiles como diferenciacién para la supervivencia por
el ahorro de energia que suponian, sirvan en la actualidad para aumentar la incidencia de la
obesidad.

Se han tipificado gran cantidad de genes y regiones cromosdmicas relacionadas con la aparicién
fenotipica de la obesidad y su asociado directo, el sindrome metabdlico.

Con este trabajo queremos tratar de aportar algo de luz a la influencia de distintos polimorfismos
genéticos en la aparicion de la obesidad en forma tan temprana como es en la nifiez y la

adolescencia.



OBESIDAD
1.1. DEFINICION

Se define como obesidad a la acumulacion excesiva de tejido adiposo en el organismo y en la
gran mayoria de los casos, se acompafa de aumento de peso, cuya magnitud y distribucion
condicionan la morbilidad subsecuente de esta enfermedad (-

Se trata de una patologia cronica, multifactorial y compleja, que se debe a factores genéticos,
ambientales y conductuales. En las Ultimas 3 décadas ha aumentado su incidencia en forma
alarmante tanto en la vida adulta como en la adolescencia y la nifiez. Por ello supone un gran
desafio el hacer un diagnostico temprano del sobrepeso y el anélisis de las conductas erréneas
que llevan a la aparicién de la obesidad, para poder asi tomar las medidas preventivas

adecuadas.

1.2 .EPIDEMILOGIA

Lamentablemente en los Ultimos afios la epidemia de la obesidad en Europa y USA se ha
convertido en una pandemia 6 y ademéas estd aumentando de forma alarmante en los paises
en desarrollo (. El aumento de la incidencia de la obesidad se ha observado por igual en ambos
sexos y ha alcanzado a todos los grupos raciales, étnicos y socioculturales pero con mayor
proporcion en los nifios nacidos con mas de 4000 g y con padres obesos. (1)

En Espafia se encontréd que el 26,5% de los nifios tiene sobrepeso y se considera obeso al
13,9%. Ocurre algo similar en Estados Unidos con una incidencia para la obesidad del 15% y
para el sobrepeso de alrededor del 27% ©.8.12), En Argentina segun estadisticas del Ministerio de
Salud la incidencia de obesidad es del 11% vy los nifios con sobrepeso llegan en general
aproximadamente al 25%. (V

En asociacion directa con el aumento de la aparicion de la obesidad se observa un aumento de
la incidencia del sindrome metabdlico (13), conformando ambos importantes factores de riesgo
para la aparicién de la enfermedad coronaria y de la aterosclerosis en la vida adulta. Se

denomina sindrome metabdlico a la asociacion de obesidad, hipertension arterial (HTA), diabetes



mellitus tipo 2, dislipemia, que unidos predisponen a la enfermedad cardiovascular (ECV);
aunque en la actualidad se esta redefiniendo y se estan estudiando cada uno de sus
componentes como factores de riesgo con valor predictivo individuales para la ECV (1419, De
hecho hay una evidencia clara de que la aterosclerosis comienza en la nifiez. En el Estudio
Cardiaco Bogalusa (19, las autopsias de nifios fallecidos durante el mismo mostraron una
relacién directa entre el numero y la severidad de los factores de riesgo, principalmente la
obesidad, con aterosclerosis tanto en aorta como en las arterias coronarias. También se
comprob6 que el 60% de los nifios con obesidad entre 5 y 10 afios presentaban por lo menos un
factor de riesgo para sindrome metabdlico, mientras que el 25% presentaba 2 o mas factores de
riesgo.

A pesar de que el sobrepeso infantil solo representa el 25% de la obesidad en adultos, el
sobrepeso que aparece antes de los 8 afios de vida y persiste durante la vida adulta se relaciona
con un indice de masa corporal (IMC) de 41 en comparacién con el IMC de 35 para la obesidad
que se establece en la edad adulta ©. 17,

En el Estudio de prevalencia de obesidad infantil “ALADINO” (ALimentacién, Actividad fisica,
Desarrollo INfantil y Obesidad) se incluyeron 7.923 alumnos entre 6 y 9,9 afios de octubre de
2010 a mayo de 2011. En este estudio se utilizaron los estandares de crecimiento y desarrollo
infantil publicados por la OMS en 2007. Estos estandares facilitan la comparacion entre
diferentes trabajos, paises y tiene en cuenta la diversidad étnica de cada pais, para evitar la
subestimacion que implica establecer comparaciones con poblaciones en las que ya existia
obesidad. Por lo tanto pretenden describir como deberian crecer los nifios en condiciones
adecuadas, en lugar de cémo crecieron en un determinado lugar y tiempo. Asi se clasifican de la
siguiente manera:

* Sobrepeso: IMC>1 desviacidn estandar del valor medio para su mismo sexo y edad

* Obesidad: IMC> 2 desviaciones estandar del valor medio para su mismo sexo y edad

Se ha llegado a la conclusién de que se esta ante un grave problema de salud publica y que el
exceso de peso es un problema de salud muy extendido en la infancia. A pesar de esto parece
que el crecimiento de la obesidad infantil se estd estabilizando respecto a lo descrito en el

estudio enKid®). También concluy6 que la obesidad infantil afecta preferentemente a las clases



sociales mas desfavorecidas. Por lo tanto las intervenciones educativas deben dirigirse a las

clases sociales con bajo nivel de renta y estudios para reducir las desigualdades en salud.

Deben potenciarse las medidas encaminadas a modificar el entorno alimentario, haciéndolo méas

saludable y facilitar la practica de actividad fisica. (http://www.aesan.msc.es/AESAN/docs/docs/

notas_prensa/ALADINO_presentacion.pdf)

Ficura 1. Imncremente global en la prevalencia de obesidad infantil. En negritas el incremento de prevalencia
para el perviodo especificadoe. En ikilicas definiciones de sobrepeso y obesidad. Tomadoe de Ebbeling v col
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1.3. DIAGNOSTICO

Figura 1: Incremento global de la obesidad infantil en el mundo

El calculo del indice de Masa Corporal (IMC) representa el primer paso de la valoracion del

sobrepeso para su tratamiento. Se utiliza el término de obesidad cuando el IMC esta por encima




de 2 desviaciones (Z score) y se habla de “riesgo de obesidad” o sobrepeso en los nifios con
IMC por encima de 1 desvio.

Cuando se observan nifios con percentiles altos para peso y talla se debe valorar el patrén de
crecimiento en la familia. Por otro lado hay que controlar a los nifios que suben 2 o mas desvios
estandar de peso ya que, excepto que hayan sido retrasos del crecimiento intrauterino con una
carga genética importante para ser grandes, presentan mayor riesgo de sufrir de sobrepeso.

Es importante tener en cuenta la historia familiar de obesidad y otras patologias relacionadas, asi
como las conductas familiares de alimentacion y actividad fisica, con el fin de tomar las medidas
adecuadas para la prevencion. La prevencion se basa en una buena educacion alimentaria,
practica de actividad fisica, disminucion de horas frente a la pantalla (el televisor, el ordenador o
la consola de juegos) implicando en todo ello al entorno familiar. (1)

Las complicaciones asociadas a la obesidad que pueden afectar al nifio con sobrepeso son
varias. Asi, desde el punto de vista psicoldgico y social son centro de las bromas en sus grupos
de pertenencia, lo que muchas veces los lleva al aislamiento social, a las conductas obsesivas, a
la depresidn, etc.

Estéticamente son frecuentes la adipomastia, las estrias cutaneas, la acantosis nigricans, etc.
Sin embargo las complicaciones de mayor gravedad son la diabetes tipo 2, HTA, aterosclerosis,
dislipemias, apneas, asma, esterilidad, cancer.

Por todo esto es importante realizar en estos nifios controles periddicos que desde el punto de
vista analitico incluya un perfil hormonal (hormonas tiroideas, hormonas androgénicas, cortisol,
estradiol, FSH y LH), un perfil lipidico (colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL), glucemia,
insulinemia, uremia, creatininemia, ionograma, perfil hepatico, proteinograma, hemograma,
estudio de la coagulacion, proteina C reactiva y puede realizarse la cuantificacion de la leptina.
También deben hacerse distintas mediciones seriadas de talla, peso, circunferencia de cintura y
cadera, tension arterial, entre otras.

Todos estos parametros se controlaran regularmente para poder evaluar la aparicion del
sindrome metabdlico segun una serie de criterios no unificados entre los que se encuentra la
resistencia a la insulina por HOMA, la relacién cintura/cadera, valores séricos de triglicéridos,
HTA, etc. ()



1.4. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD

1.4.1. El tejido adiposo como modelo estatico de balance energético:

Durante mucho tiempo se pensé en la obesidad como un disbalance del equilibrio entre la
ingesta y el gasto energético, conformando un modelo estatico. Pero con el paso del tiempo se
vio que esto no era lo unico que ocurria y que muchos otros eventos se asociaban a este

disbalance en la aparicion de la obesidad (14.18),

1.4.2. El tejido adiposo en el adulto depende del niimero de adipocitos en la infancia

Spalding et al. (2008) mostraron que el numero de adipocitos es un determinante importante de
la masa grasa en los adultos. Sin embargo, el nimero de células de grasa se mantiene
constante en la edad adulta en personas delgadas y obesas, incluso después de la pérdida de
peso marcada, lo que indica que el numero de adipocitos se establece durante la infancia y la
adolescencia. Para establecer la dinamica de la poblacion estable de los adipocitos en los
adultos, los autores midieron el “turn over’ de los adipocitos mediante el analisis de ADN
gendmico. Los resultados indicaron que aproximadamente el 10% de las células de grasa se
renuevan anualmente, en todas las edades y niveles de indice de masa corporal de los adultos.
Ni la muerte ni la tasa de generacion de adipocitos se modificd en la obesidad de inicio
temprano, lo que sugiere una regulacién estricta del numero de células de grasa en esta

condicion durante la edad adulta. (19

1.4.3. El tejido adiposo como 6rgano endocrino

En los afos 90 y como consecuencia de distintas investigaciones se ha dejado de considerar al
tejido adiposo como un mero depoésito de energia (1720, E| tejido adiposo es un verdadero érgano
con importantes funciones endocrinas y metabdlicas. El adipocito, su célula esencial, tanto en su

membrana nuclear como celular presenta receptores para hormonas del resto de los ejes


http://omim.org/entry/601665#reference43

hormonales, catecolaminas y citoquinas. Ademas de los adipocitos, el resto de los componentes
celulares de la matriz estromal secretan péptidos denominados adipocitoquinas, sustancias que
actlan tanto sobre hipotalamo y nicleo arcuato como sobre distintos drganos periféricos,

ejerciendo su accion como reguladores activos del balance energético del organismo (21-24),

Se podrian clasificar las adipocitoquinas en 2 grupos:
1- Adipocitoquinas de accion especifica sobre el tejido adiposo.

2- Adipocitoquinas no especificas para el tejido adiposo pero secretadas en gran cantidad por

el mismo
Insulin
bl
Catecholamines Chylomioron
& VLDL-TAG
ey MoOnobutyrin
Resistin

= NEFA

IL-6 Steroid conversion

TNFe TNFa sR-11
TNFa sR-1

Figura 2: Tejido adiposo como productor de adipocitoquinas

Las principales adipocitoquinas descritas son:

e Leptina: Se trata de una proteina acida de 167 aminoacidos que no se almacena en el
adipocito pero se produce y secreta en el momento. Su produccidn esta regulada por
mecanismos transcripcionales y se ha demostrado en diversos estudios que cambios en

el gen de la leptina originan cambios en el ritmo de su secrecién. Como veremos mas



adelante también es importante su interaccion con el receptor de leptina y el

funcionamiento del mismo.(23)

Adiponectina: Se trata de un péptido cuyo ARNm sélo se expresa en el tejido adiposo,
es codificado por el gen APM1 y contiene dos dominios. Es abundante en el plasma
circulante (5 a 20 mcg/ml) y se observd que se encuentra muy disminuida en sujetos
obesos en especial con obesidad visceral. A su vez es menor aun si dichos individuos

padecen de DBT mellitus tipo 2, HTA y/o enfermedad coronaria. (21.22.24)

Resistina: Se trata de una proteina rica en cisteina, encontrada en el momento de la
diferenciacidn del adipocito. Se encuentra en muy bajas concentraciones en el tejido

adiposo pero se esta considerando su influencia en la aparicion de la arteriosclerosis.

PAI-1: Se trata de la proteina inhibidora del factor activador del plasminégeno, el cual se
encuentra aumentado en los obesos por su alta produccién en el tejido adiposo,
aumentando a su vez el riesgo de embolismo, por la inhibicidén del plasmindgeno, la
hipertrigliceridemia y la resistencia a la insulina, no conociéndose bien el mecanismo de

la influencia del PAI-1 en los 2 Ultimos casos.(?!)

Citoguinas inflamatorias:

1. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa): Su gen se expresa en el tejido
adiposo y en él se encuentran altas concentraciones de ARNm. Recientemente
se ha descubierto que es un importante inhibidor de la producciéon de
adiponectina, por lo que su produccidn por parte del tejido adiposo abdominal es
inversamente proporcional a la produccidn de la adiponectina.

2. IL-6: Es secretada en el tejido adiposo y representa el 30% de las citoquinas
circulantes. Aumenta su concentracion tanto con la obesidad como con la

resistencia a la insulina y disminuye con la disminucién del tejido adiposo.

10



e Nuevas adipocitoguinas:

1. Apelina: Su secrecion se ve estimulada por la insulina y se encuentra aumentada en el
momento de la diferenciacion de los adipocitos.

2. Visfatina: Son escasos los conocimientos que se tienen sobre esta adipocitoquina.
Sin embargo se conoce bien su mecanismo de accion de estimulacion directa sobre
el receptor de insulina, su relacién con el volumen del tejido adiposo visceral y la
presencia de altas concentraciones en individuos obesos y en especial con DBT
mellitus tipo 2. Todo esto la convierte en una buena candidata para nuevos estudios
relacionados con obesidad.(1721)

3. ZAG: Se trata de la glicoproteina Zinc-alfa2, secretada por el tejido adiposo, es una
proteina de interés debido a su capacidad de jugar muchas funciones importantes en
el cuerpo humano, incluyendo la fertilizacion y la movilizacién de lipidos como

intermediaria de la lipdlisis. También esta asociada a la caquexia tumoral (17)

G)
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Figura 3: Tejido adiposo como sistema endocrino.
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1.5. BASES MOLECULARES DE LA OBESIDAD

En las dltimas décadas distintos estudios moleculares han derivado en el hallazgo de mas de
430 genes, marcadores y zonas cromosomicas relacionadas con la obesidad (1. 25.26),

A través de los avances realizados en la biologia molecular ha sido posible el hallazgo de
alteraciones mono y digénicas causantes de obesidad, asi como sindromes que asociados a
obesidad como rasgo fenotipico se ajustan a modelos mendelianos de herencia.

Por otro lado se comenzaron a realizar estudios de asociacion, en los cuales el investigador
fundamenta la supuesta importancia del gen en estudio en relacién con la homeostasis
energética, su localizacién y funciones, conociéndose a estos genes como “genes

candidatos”.(?")

Clasificaremos y describiremos las bases moleculares de la obesidad de la siguiente forma:

1. Con patrén de herencia mendeliana:

¢ Sindromes de herencia autosémica recesiva
1. Bardet-Biedl
2. Alstrom-Wolfram
3. Cohen

4. Prader-Willi

5. Osteodistrofia hereditaria de Albright

e Sindromes de herencia ligadas al cromosoma X

1. Wilson-Turner

2. Borjesson-Forssman-Lehmann
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2. Mutaciones monogénicas vy digénicas:

Leptina (OMIM 164160): Gen de la leptina humana (Lep): Se trata de un péptido que
genera un estimulo anorexigeno a través de su accion sobre el hipotalamo, disminuye
en los adipocitos la sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos, aumenta la oxidacion lipidica
e incrementa el gasto energético basal. Se han descrito 2 mutaciones diferentes en 6
pacientes con obesidad extrema que respondieron a la administracién de leptina

sintética. 27)

Receptor de leptina (OMIM 601007): Es un miembro de la familia de receptores de

citoquinas clase |. Este receptor de citoquinas no posee actividad quinasa enddgena
dentro del dominio intracelular pero en cambio se une a una JAK (Jano quinasa).
Cuando la leptina se une al receptor, este activa al JAK el cual fosforila a las tirosinas.
Hace lo mismo con los transductores de sefial y activador de la transcripcion STAT, los
cuales se dimerizan y se translocan al nucleo inicidndose la transcripcién del gen. Se
han descrito diferentes isoformas del receptor en distintas localizaciones (Ob-Ra, Ob-Rb,
Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf) que son codificadas por splicing alternativo del mismo
gen. Una mutaciéon puntual en el receptor resultd en un receptor truncado que carece de
los dominios transmembrana e intracelular, por lo que circula en sangre. Asi no so6lo hay
una disminucién de receptores de leptina en la membrana sino que el receptor truncado

circulante, se une a la leptina secretada previniendo asi su accién. 27)

Proopiomelanocortina (OMIM 176830): Gen POMC: Es un polipéptido producido en el

nucleo arcuato precursor de 2 subunidades: la adrenocorticotrofina (ACTH) y la
lipotropina beta (LPH), esta ultima precursora de la endorfina beta y de la lipotropina
gamma a su vez precursora de la melanocortina (MSH). Una mutacién en este gen
produce una disrupcion de la via leptina-melanocortina porque interfiere en la produccion

de la ACTH, disminuyendo la accién anorexigena de la leptina.(28)
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e Receptor 4 de la melanocortina (OMIM 155541): Gen MC4R: Es el receptor de la MSH

en el cerebro que produce un estimulo anorexigeno a nivel central. Se han comunicado

numerosos casos de mutaciones, por lo que constituye la causa monogénica mas
prevalente de todas las encontradas, describiéndose su presentacion como una
obesidad de inicio precoz, importante acumulacion de grasa, hiperfagia e

hiperinsulinismo. (28)

e Receptor Gamma para sustancias Proliferadoras de Peroxisomas (OMIM 601487): Gen

PPARG: Se trata de un receptor hormonal con funcion reguladora de la trascripcion de
diversos genes. Esté relacionado con la diferenciacion del adipocito y la sensibilidad a la
insulina. Se ha descrito una mutacidn puntual, la Pro115Gly asociada a una mutacion en
el gen PPP1R3A (subunidad 3, musculo especifica de la fosfatasa 1) como la primera

causa digénica de obesidad de instalacién precoz e insulinorresistencia. )

3. Estudios de asociacién

Se han estudiado multiples genes asociando al rasgo fenotipico de obesidad con distintos genes,
de acuerdo a la funcién de estos ultimos. Entre estos genes se encuentran el ADRB3,
PPARGCO1, AMP1, UCP. Nos interesa particularmente describir otros tres genes relacionados

con obesidad que son los que estudiaremos en el presento trabajo. Ellos son:

e Gen de la subunidad beta 3 de la proteina G (GNB3):

Las proteinas G se expresan en todas las células del organismo y su rol principal es el
traduccion de sefiales en la membrana celular a hacia una respuesta celular. Son heterodimeros
compuestos por subunidades alfa, beta y gamma. La familia de proteinas G comprende 18
subunidades alfa, 5 subunidades beta y 12 subunidades gamma codificadas por diferentes

genes.
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En 1995, Siffert et al (29 descubrieron el polimorfismo C825T estudiando células B inmortales de
individuos normotensos con baja actividad de intercambio de Na*/H* 'y sin historia familiar de
HTA y de individuos hipertensos con alta actividad de intercambio de Na*/H* y con historia
familiar de HTA. En estas células el gen de NHE1 que codifica para el intercambiador de Na*/H*
no estaba modificado. En cambio observaron que las proteinas G de las células de los individuos
hipertensos presentaban un aumento de su activacién. Analizando las distintas subunidades
encontraron en la subunidad beta 3 un polimorfismo exoénico el C825T. Asi en los individuos con
al menos un alelo T se observaba aumento de la actividad mientras que en los homocigotos CC
se observaba una disminucion de la actividad de las proteinas G. (30)

El gen GNB3 se localiza en el cromosoma 12p13 y estd constituido por 11 exones,

encontrandose el polimorfismo C825T en el exon 10 $1),

Exon: 1 2 7 4 5§56 78 9 10 11
A(-350) G ATG C825T TGA C1429T

Deleted in Gp3s

Figura 4: Esquema de los polimorfismos del GNB3 incluyendo una regién de splicing alternativo

En individuos caucasicos los genotipos del C825T se distribuyen aproximadamente de la
siguiente manera: 10% TT, 45% TC y 45% CC, para una incidencia total del alelo T de alrededor
de 30%. (32.33)

En varios trabajos realizados desde su hallazgo lo han relacionado con un aumento de la
incidencia de hipertension arterial, obesidad, dislipemias y resistencia a la insulina en presencia
del alelo T (34-36), Distintos estudios han sugerido que hombres jovenes portadores del alelo 825T
tienen aumentado el riesgo de padecer obesidad y lo mismo ocurre en las mujeres durante el
embarazo ©7) y en las puerperas.®® Lo contrario ocurre en las mujeres postmenopausicas, las

cuales tienen mayor aumento de peso en presencia de CC. 39 Por su parte, Hsiao et al no ha

15



podido comprobar la relacion entre el polimorfismo C825T y obesidad. “0) Algunos estudios han
buscado la asociacién del polimorfismo C825T con la respuesta a diferentes farmacos, pero aun

esta relacion no se ha podido comprobar (4142),

e Gen de Receptor Gamma para sustancias Proliferadoras de Peroxisomas PPARG:

El PPARG es miembro de la subfamilia de los receptores activadores del proliferador del
peroxisoma miembro de la superfamilia de los 48 receptores de la membrana nuclear, y regula la

expresion genética en respuesta al ligando que se une a él. 43)

Coactivator binding site

Coactivator fragment - \ Ligand binding site

Transactivation

Ligand activation

Coactivator

Cofactor recruitment

o

NF-xB-RE TRE ISGF-RE

Figura 5: Forma de accién de PPARG tanto en transactivacion como en transrepresion. 49
Se trata de un factor de transcripcion nuclear, implicado en el metabolismo del tejido adiposo,

incluyendo la diferenciacién del adipocito, la adipogénesis y la patogénesis de la resistencia a la
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insulina. Se encuentra altamente expresado en el tejido adiposo, pero también en células beta
del pancreas, endotelio vascular y macréfagos “#4). Es un receptor hormonal nuclear con funcién
reguladora en la transcripcion de diferentes genes. Se heteromeriza con el receptor retinoide X
(RXR) y regula la transcripcion de genes diana a través de la union de elementos de respuesta
especifica a las sustancias proliferadoras de peroxisomas.

Tontonoz et al (4546) describieron en 1994 la presencia y mecanismos del PPARG en tejido
adiposo. El polimorfismo Pro12Ala fue publicado por Yen et al en 1997 (7). Se trata de una
sustitucion G >C del Unico exon del PPARG2 en el nucledtido 34 que lleva a un cambio de
prolina a alanina en el codon 12 de la isoforma PPARG2 (7). Tiene una alta prevalencia en
sujetos caucasicos y ha sido estudiado en asociacion con obesidad e insulinoresistencia.
Algunos trabajos sugirieron que este polimorfismo mejora la sensibilidad de la insulina en
especial en los obesos (4348), Aunque luego no se observd lo mismo en otros estudios, donde el

12Ala se relaciona con el aumento del riesgo de insulino resistencia en diferentes etnias. (49-51)

A
Lanes la2a3ada 1b2b 3b 4b
r—
g :
G A [+ C c A G A A T G A c G ¢© A G A
T T
Asp Pro Glu Asp Ala Glu
’//\‘/‘\ “ ~ ~
\ Y AV SAVVA W,
FANA ,'IJ\ Pav j \ ! ‘!'f\/\( AN

Figura 6: SSCP y secuenciacion mostrando la mutacion Pro12Ala del PPARG2 (“7),
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Vidal-Puig et al. demostraron en 1997, que la expresion del ARNm del PPARG esta aumentada
en el adipocito y que su concentracion baja en el momento de hacer dietas hipocaldricas hasta
en un 25% ante una pérdida de peso de un 10%, volviendo a sus valores predieta después de 4
semanas de dieta de mantenimiento“4). Estos mismos autores encontraron una relacion
proporcional entre el aumento de la expresién del ARNm en el tejido adiposo y el aumento del
IMC. En el estudio realizado por Cecil et al, se considera a la variante 12Ala, como protectora
contra la obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes tipo 2, la hipertension arterial y el

infarto agudo de miocardio (%2,

e Gen de la interlequina-6 (IL-6):

Es una interleuquina secretada en el tejido adiposo tanto por los adipocitos como por la matriz
estromal, y representa alrededor del 30% de la citoquina total circulante. Por esto, su aumento es
proporcional al aumento del tejido adiposo y disminuye con la pérdida de peso.

Se supone que su accion de regulador de la termogénesis central, se encuentra mediada a
través de la quinasa dependiente de AMPc (AMPK)

El polimorfismo -174 G>C del promotor del gen de la IL6 se describié en 1998 durante el estudio
del gen relacionado con artritis reumatoide juvenil (53, pero méas tarde se comprob6 su asociacion
con obesidad y resistencia a la insulina (4),

Fernandez-Real et al han encontrado una mayor prevalencia de obesidad en presencia del
genotipo CC seguido del GC (%5. Aunque otros autores (6.57) han observado que el alelo C es
protector contra la ganancia de peso y produce IMC menores.

Goyenechea et al y Barbieri et al, confirmaron en sus estudios una relacién en el rol regulatorio
que comparte la IL-6 con el PPARG en el control del peso corporal, y la existencia una
potenciacion de la accién protectora del alelo C del -174G>C en presencia de la variante 12Ala
del PPARG. Estos trabajos postulan que es importante saber cuales son los haplotipos

presentes para poder predecir si el individuo desarrollara obesidad y/o insulinorresistencia (7. %),
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Las investigaciones llevadas a cabo por Barbieri et al, la frecuencia del alelo C es del 25% en la

poblacién general, mientras que la distribucion genotipica es de 54,6% para el GG, 39,8% para

el GC y de 5,6% para el CC. (58)

En un estudio llevado adelante por el grupo AVENA (Moreles et al), como resultado de sus

estudios sugiere que, los portadores del alelo C, parecen mostrar una actividad fisica mayor con

respecto a los homocigotos GG, pero no encuentran diferencias significativas para la asociacion

con obesidad o IMC mayores. (59

Recientemente su relacién con obesidad y sindrome metabdlico y la constatacion de que el 30%

de la IL-6 circulante proviene del tejido adiposo, han hecho de este gen y su polimorfismo -174

G>C candidatos idoneos para ser estudiados con mas profundidad.

-174 G/C
CRE

...ttgtgtcttgcgatgctaaaggacgfcgbaﬁgca..

DF5/2D
pry  PED DL

650

GRE, GRE,

DF3/2D

AT, Tract NRD  NF-IL6
—- —- - — —
DF3 DF4  DF5 DF6 DF7
_.. -
Set 3:5° Set 3:3°
—e -
Set 4:5° Set 4:3°

Figura 7: Representacion esquematica del Polimorfismo -174G>C del IL6
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e Gen del receptor 4 de la melanocortina (MC4R):

EI MC4R es el cuarto miembro de una familia de receptores de la melanocortina de 7 miembros,
la cual estd compuesta por receptores transmembrana unidos a proteina G. Se trata de un
receptor acoplado a proteinas G, activado por MSH y antagonizado por el AgRP (agouti related

peptide).

Energy .Food
expenditure intake
A Energy balance
rag e ~
| 1
1
MC4R : MC4R Paraventricular |
neurons 1 neurons hypothalamus 1
1
: .
~ 7

e e em o mm e mm m m em m  w ==

AGRP POMC Arcuate nucleus
neurons neurons of hypothalamus

ol - . — . — ..

p_————

Adiposity signals (leptin, insulin)

Figura 8: Eje de accion del MC4R

Es una proteina compuesta por 332 aminoacidos, codificada por un solo exén localizado en el
cromosoma 18q22 y que fue descrita por Gantz et al en 1993(60) Se expresa principalmente en el
sistema nervioso central: cerebro, nucleo paraventricular del hipotalamo, medula espinal y

neuronas simpaticas preganglionares.

20



En 1997, Huszar et al demostraron su relacién con la regulacién del control del peso corporal,
mediante la disrupcion del gen del MC4R en un modelo murino, provocando asi hiperfagia,

hiperinsulinemia y obesidad en los ratones con la delecién. 1)

a 18q22
Chromosome 18 ( | ]><] -
b PMAIP1 MC4R .
s5.7Mb .-~ 56.2Mb *56.7Mb
MC4R locus . — 2 >
rs17782313  rs12970134 ~
= (MAFcgy: 27%)  (MAFcgy: 28%) -~ -
— ’/”n pZZ7]
CNV-INS L~ CNV-DEL CNV-DEL
(prevalence: ~1%) ,,"(prevalence: ~3%) (prevalence: ~0.5%)
MC4R gene _—_ ]
<-- s
1251L V1031
(MAFg: 1-2%) (MAF g2 2-4%)
Figura 9

a. Localizacién del locus del gen del MC4R
b. Gen del MC4R y los polimorfismos cercanos en el locus.
c. Gen del MC4R

Entre 1998 y 1999 Yeo et al, Hinney et al y Vaise et al 6264 describieron mutaciones en el MC4R
de herencia autosomica recesiva, asociadas a obesidad mérbida en nifios. En el 2003, Farooqi et
al (65 establecieron que la deficiencia del MC4R, es la forma mas comun de obesidad de origen
monogénico. Ellos determinaron que las mutaciones en el gen del MC4R dan lugar a un
sindrome de obesidad diferente, que se hereda de forma codominante. Las mutaciones que
conducen a la pérdida completa de la funcion, estan asociados con un fenotipo més grave. La

correlacion entre las propiedades de sefializacion de estos receptores mutantes y la ingesta de
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energia hace hincapié en el papel clave de este receptor en el control de la conducta
alimentaria®®. Varios trabajos posteriores encontraron mutaciones relacionadas con obesidad
marbida en nifios y adultos. (66.67)

En el 2008 en un meta-analisis realizado por Loos et al 8, se describe un nuevo locus,
representado por el polimorfismo rs17782313, el cual se localiza a 188 kb aguas abajo del
MC4R. Loos et al en su trabajo analizaron los datos del genoma de 16.876 personas de
ascendencia europea para identificar las variantes comunes que influyen en el indice de masa
corporal (IMC). A pesar de los datos previamente aportados para el FTO por otros autores, Loos
et al descubrieron que una region 188kb aguas abajo del gen del MC4R era de especial
relevancia al momento de evaluar el riesgo de obesidad. En este trabajo se confirmo la
asociacion del aumento del IMC con el rs17782313 en 60.352 adultos y 5.988 nifios de 7 a 11
afos. En el analisis de casos y controles (n = 10.583), las probabilidades de obesidad infantil
severa fueron altas. Ademas se estudiaron 660 familias en las que se demostré la herencia del
polimorfismo rs17782313 asociado al riesgo de obesidad.

Estos autores observaron que la localizacién del polimorfismo y el patron de asociacién del
fenotipo concuerdan con los efectos mediados por la alteracion del receptor MC4R. Por lo que
concluyeron que las alteraciones de la regidn cercana al gen del MC4R se asocian a mayor
masa grasa, mayor peso y mayor riesgo de obesidad (©8),

A pesar que el polimorfismo rs17782313 fue descrito en adultos, posteriormente se observo en
gran medida su relacion con la aparicion de obesidad en forma temprana.

Mientras que Loos et al y Hardy et al, no hallaron relacion entre el polimorfismo y el aumento de
peso (6869) trabajos posteriores si lo relacionaron con aumento del IMC, la medida de la cintura 'y

el riesgo de obesidad. (70-76)

e (Gen asociado a masa grasa y obesidad (FTO):

Recientemente se ha asociado al gen FTO, con el riesgo de obesidad en humanos. Se

encuentra en el cromosoma 16912.2 y tiene 9 exones. (/) EIl RNAm del FTO se expresa en
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diferentes tejidos como el adiposo ("8 79 'y las células beta, pero se encuentra altamente
expresado en el cerebro, especialmente en hipotalamo, hipdfisis y glandulas adrenales. (77.80)
Las vias biologicas asociadas a la funcién del FTO son aun desconocidas; aunque la secuencia
de aminoécidos de la proteina FTO muestra una alta homologia con la enzima AlkB que actua en
la desmetilacién oxidativa del ADN. (€0)

El polimorfismo rs9939609 esta localizado en el primer exon. Existen diferentes trabajos en los
que se relaciona este polimorfismo con obesidad en nifios y en adultos, en especial caucasicos
(77. 81, 82) y - asiaticos (#387), Sin embargo en estudios realizados en chinos y japoneses no se
encontro esta relacion 8 89, Cecil el al, en 2008, concluyeron que el rs9939609 del FTO que
confiere una predisposicion a la obesidad, no parece estar implicado en la regulacion del gasto
de energia, pero puede tener un papel en el control de la ingesta de comida y la eleccién de
alimentos. Esto sugiere un vinculo con un fenotipo hiperfagico o con la preferencia por alimentos
ricos en energia (%0). Algo similar observaron Brunkwall et al: el alelo A del FTO se asociaria con
la preferencia de ciertos alimentos, en especial aquellos con alta densidad energética "), Lauria
el al, confirmaron la asociacion entre el FTO rs9939609 y el riesgo de sobrepeso u obesidad en
nifios europeos. El principal hallazgo del estudio es que los portadores del alelo A presentaron
mayor incremento de la masa corporal y la adiposidad central en el tiempo y un mayor riesgo de
desarrollar sobrepeso u obesidad durante el crecimiento, independientemente de las medidas de
intervencion. (92),

En distintos trabajos se ha podido corroborar la relacién del rs9939609 con obesidad severa y

otras comorbilidades. (93-9)

e Gen del receptor beta 3 adrenérgico (ADRB3):

En 1989, Emorine et al aislaron el tercer receptor beta adrenérgico. El receptor beta 3
adrenérgico, es el principal receptor implicado en la regulacion de la termogénesis y la lipdlisis en
el tejido adiposo marron y blanco en los roedores. En seres humanos, el receptor beta 3

adrenérgico se expresa predominantemente en la grasa y los adipocitos que recubren el tracto
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gastrointestinal. La funcién principal del receptor se cree que es la regulacién del ritmo del

metabolismo basal y la lipdlisis. (96-99)

lle Ala [ Arg Thr Pro
ATC GCC EGG ACT CCG Mutation

ATC GCC | TGG| ACT CCG Mormal sequence
lle Ala | Trp Thr Pro

Bs-Adrenergic receptor

] 97 [ 61 [15] 64 |

Figura 10: Gen del ADRB3 y su polimorfismo

En 1993 Van Spronsen et al (190) describieron el gen del receptor beta 3 adrenérgico que se
localiza en el cromosoma 8p12-p11.2. En 1995, Clement et al describieron el reemplazo de
triptéfano por arginina en la posicién 64 (Trp64Arg), la cual implicaria el cambio de una A por
una G (101, En este trabajo se postulo que, el mecanismo de accion de este receptor en el riesgo
de la aparicién de obesidad, seria a través de la diminucion del metabolismo basal y la lipolisis.
Por esta razon se interpretd que el Trp64Arg se relaciona con un aumento de la ganancia de
peso. Distintos estudios asociaron el polimorfismo Trp64Arg con obesidad y sindrome metabdlico
(102103), Sin embargo, para otros autores, no existe relacion con obesidad (104-107) o con el
gjercicio.(%®) Li et al compararon el riesgo de padecer obesidad en un grupo de individuos
obesos y controles; no encontraron pacientes homocigotos para el Arg, pero concluyeron que los

heterocigotos no presentaron un riesgo aumentado (109),
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Yamakita et al hicieron un seguimiento durante 4 afios de un grupo de individuos al que se
genotipo para de ADRB3. A los 4 afios los participantes en el estudio con el alelo Arg de la
ADRB3, aumentaron significativamente su peso corporal mientras que aquellos sin el alelo Arg
no cambiaron significativamente sus parametros. Los resultados de este estudio mostraron que
el alelo Arg del ADRB3 se asocia con cambios a largo plazo en el peso corporal en los individuos
obesos. (110)

Corbalan et al examinaron la asociacion entre el riesgo a obesidad y el polimorfismo Trp64Arg
del ADRB3 concluyendo que las personas entre 20 y 35 afios que presentaban el Arg, tenian un
riesgo considerablemente mayor a desarrollar obesidad, independientemente de su sexo o la

actividad fisica (111).
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2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO
La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial que se encuentra influenciada por la

presencia de determinados polimorfismos genéticos

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Generales:

e Analizar si existen diferencias genéticas entre nifios y adolescentes obesos y con IMC

adecuado para su edad.

2.2.2. Especificos:

¢ Analizar la distribucion genotipica de los siguientes genes en pacientes con sobrepeso y con

IMC adecuado para su edad:

gen GNB3
gen PPARG
gen IL-6

gen del MC4R
gendel FTO
ADRB3

YV V. V V V V

e Evaluar si la existencia de la combinacion de la presencia Ala+ (PPARG) y C+ (IL-6) implica

IMC menores en sus portadores.

e Analizar la interaccion entre el PPARG y el ADRB3

e Comprobar la interaccién entre MC4R y FTO en la aparicién de obesidad.
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2.3. MATERIAL Y METODOS

2.3.1. Pacientes y controles:

e Pacientes: En nuestro estudio se incluyeron 126 pacientes de entre 5 y 15 afios con
sobrepeso que acudieron a la consulta de Endocrinologia Pediatrica del Hospital
Universitario de Salamanca entre julio 2005 y junio 2011. Se descartaron aquellos que
presentaban enfermedades concomitantes graves como diabetes tipo1, cancer,
sindromes genéticos, hipotiroidismo. Se utilizaron las tablas de Z score para clasificar a
los pacientes y a los controles. Se consideraron con sobrepeso a los nifios con IMC con
Z-score mayor a 1 ( mayor a una desviacion estandar) y se consignaron como obesos a

aquellos con IMC con Z-score mayor a 2.

e Controles: Se emplearon como controles 91 nifios de peso adecuado que acudieron por
diferentes motivos a la Consulta Externa del mismo hospital entre julio 2005 y junio
2011, descartandose los nifios con patologia grave concomitante, con Z-score por
debajo de 1.

¢ Se solicito consentimiento informado (Ver anexo)

2.3.2. Antropometria:

Se la antropometria realizo mediante los instrumentos de medicion de la consulta:
e Estadiémetro de Harpender
e Balanza

e Tablas de Z-score.
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2.3.3. Extraccion y purificacion ADN:

Muestras de sangre periférica: Las muestras de sangre periférica se le extrajeron a

cada individuo por venopuncién, conservandose hasta su procesamiento a 4 °C.

Obtencion de linfocitos de sangre periférica: La obtencion de las células
mononucleadas de la sangre se realizd mediante centrifugacion repetida y lisis

eritrocitaria con solucién hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50mL de ddH,O

durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). Tras la recuperacion de la interfase producida y
lisis de la fraccion eritrocitaria con agua destilada, se lavaron las células mononucleadas
en tampon Fornace (0.25M Sacarosa; 50mM Tris-HCI pH 7.5; 25mM KCI; 5mM MgCl2) y

se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El botdn de células

nucleadas de la sangre se resuspendid en tampdn Fornace a una concentracion

estimada de 5x10° células/ml.

Aislamiento y purificacion de ADN: A continuacién se afiadi6 EDTA (acido
etilendiamino tetraacético) 0,5M pH 8, el cual es un quelante de iones divalentes que
dificulta la accion de las endonucleasas; SDS (Dodecil Sulfato Sédico) concentracion
final 10% que disuelve las membranas celulares; y proteinasa K (Boehringer Mannheim,
concentracion final 20 pg/ml), que degrada proteinas. Esta mezcla se incubd a 55 °C
durante 8 a 16 horas. Tras esta incubacion, se procedi6 a la extraccion de ADN con un
tratamiento de fenol tamponado y CIAA (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1) y se
sometio a centrifugacion. EI DNA, que quedd en la fase acuosa, se limpié de otros
residuos resuspendiendo la fraccion correspondiente en CIAA y sometiendo a otra
centrifugacion. Tras este paso, se afiadio a la fase acuosa, etanol absoluto frio (-20 °C),
lo cual hizo precipitar el ADN. Este se recuperé y lavé con etanol 70% con una
centrifugacion, se dejo evaporar el etanol residual y, posteriormente, se disolvié el ADN
en 100uL de agua bidestilada (ddH20) estéril.
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e Cuantificacion de ADN: La concentracion y el grado de contaminacion proteica del
DNA obtenidos, se calcularon después de medir su absorbancia a 260 y 280 nm,
respectivamente, en un espectrofotdmetro (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la

siguiente formula:

1g de DNA/mI = (D.O.,,) x (factor de dilucion) x (50)

El multiplicador 50 es un factor de correccion introducido debido a que la unidad de
densidad dptica con luz de longitud de onda 260 nm corresponde con el valor de
absorbancia que tienen 50 ug de ADN/ml.

Se considera como valores adecuados de cociente D.O.,,/D.0O.,.,, l0s comprendidos

280’
entre 1.65 y 2.0, para la medida del grado de contaminacion proteica. Valores inferiores
a los sefialados indican contaminacion por proteinas o por solventes organicos,
realizandose en estos casos una nueva purificacion del ADN. Valores superiores
parecen indicar un exceso de ARN, el cual se elimind con un tratamiento de RNAsa y

purificacidn nuevamente segun el método antes descrito.

e Almacenamiento de muestras de ADN: Las muestras de ADN de concentracion
aproximada entre 1,000 y 1,500 pg/ml, se almacenaron en tubos Eppendorf® a -20 °C,
con el fin de evitar tanto la degradaciéon progresiva del ADN como su posible

contaminacioén bacteriana.

2.3.4. Tipificacidn genotipica:

Se utilizaron 2 métodos diferentes para el estudio de los polimorfismos de los distintos genes
estudiados. Para determinar el polimorfismo -174G<C del gen IL-6 se utilizd PCR-RFLP. Para el
polimorfismo C825T del gen GNB3, el Pro12Ala del gen PPARG, el rs17782312 del MC4R, el
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rs9939609 del FTO y el Trp64Arg del ADRB3, se emple6 discriminacion alélica mediante PCR

real-time.

1- PCR-RFLP:

e Amplificacion de ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La técnica se basa en la replicacion del ADN realizada por la ADN polimerasa. Estas
enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5°-> 3°
usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de doble cadena. Para
crear esta region doble cadena se usan los denominados iniciadores (primers u oligos).
Son una pareja de oligonucledtidos sintetizados de manera que sean complementarios a
cada uno de los extremos 3" del fragmento de ADN que se desea amplificar.

Partiendo de este principio, la reaccién en Cadena de la Polimerasa se basa en la

repeticion de un ciclo formado por tres etapas:

1 - Desnaturalizacion del ADN doble cadena.
2 - Hibridacion de los iniciadores a la zona 3" especifica de cada una de las hebras

3 - Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa.

wor Cuarto ciclo .
Gen de interés =] AMPLIFICACION EXPONENCIAL
@rcer ciclo
/ 2 < —
s == { Segundo ciclo S—
/ R ——
— P rm— )
—————{ Primer ciclo e m— T ped0icieis
DNA malde Y B
(T=<=
2! copias 5 < - =
2 copias g, g 2 =34000 millones de copias
copias copias

[&ndy Vierstracte 2001)

Figura 11: Esquema de amplificacién de ADN
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En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos hebras.
Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97°C). La
renaturalizacion se producira cuando la temperatura disminuya.

En el segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 3" complementarias
que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza gracias a la bajada de la
temperatura (50-65° C)

En la tercera etapa (elongacién) se produce la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5-> 3" mediante la enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los
desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde. Este
proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador. Este aparato realiza los
ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma exacta. Una vez completado
el primer ciclo, disponemos de 2 copias de la muestra original, al final del segundo ciclo
tenemos 4, al final del tercero 8...Si los ciclos se producen un numero "n" de veces y
suponiendo que el numero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos una
cantidad de ADN de 2n, por lo que la amplificacién se realiza en forma de progresion

geométrica.

— y i
’ r— =
s
Figura 12: Termocicladores

Componentes de la PCR:
Se utiliza una muestra de ADN, primers u oligonucleétidos (iniciadores),

deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), ADN polimerasa, buffer, magnesio, agua bidestilada.
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e Deteccion del producto de la PCR:

Se realiza normalmente mediante electroforesis dependiendo del tamafio de la
amplificacion y la resolucion que se desea se utilizaran diferentes medios (agarosa,
poliacrilamida) a distintas concentraciones. En nuestro caso utilizamos agarosa al 2%.

La posterior visualizacion se realizé con bromuro de etidio (lampara de luz UV).

Figura 13: Gel de agarosa 2% para deteccion de amplificacion de un fragmento de ADN, en este

caso del fragmento del gen de IL-6.

e Digestion con enzimas de restriccion:

Los sitios de restriccion son secuencias especificas de una molécula de ADN que son
dianas para el corte por una enzima de restriccion. El producto de la digestion completa
implica dos 0 mas fragmentos que luego se identificaran de acuerdo a su peso molecular
(tamafio), con los mismos geles con los cuales se realiza la deteccion del producto de
PCR. Las enzimas que se utilizan en las digestiones, requieren temperaturas y

condiciones diferentes para actuar y producir una buena digestion.
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Figura 14: Gel de agarosa al 3% para deteccion de los productos de la digestion enzimética. En

este caso fragmentos para la busqueda del polimorfismo -174C/G del gen IL-6

Condiciones experimentales:

Para el gen de IL-6 se sigui6 el siguiente protocolo:

PCR

Para 25 microlitros: M Mix : 12,5 microlitros
ddH20 : 10,5 microlitros
oligo : 1 microlitros
ADN : 2 microlitros

PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR

Desnaturalizacion: 94° 10 min
Hibridacion: 94° 1 min

55° 1 min 35

72° 1 min x 40 ciclos.
Extension: 72° 10 min
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DIGESTION ENZIMATICA

Producto de PCR 7,5 microlitros

Enzima Lwe I: 0,75 microlitros
Buffer 1,50 microlitros
ddH.0 5,25 microlitros

Incubar 12 horas a 37°C.

Para los genes del GNB3, PPARG, ADRB3, FTO y MC4R se utilizo la PCR en tiempo real:

2 - DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE PCR TIEMPO REAL:

Fundamento de la técnica:

En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificaciéon y detecciéon se producen de
manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion posterior.
La deteccion de la amplificacion se realiza por medida de la fluorescencia durante la
reaccion y, de esta manera, se comprueba la cantidad de ADN sintetizado en cada
momento, puesto que la emisién de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado. Esta propiedad permite conocer y registrar
en todo momento la cinética de la reaccién de amplificacion. Los termocicladores para
llevar a cabo la PCR a tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan
disefiados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada
uno de los viales donde se realice la amplificacion.

El incremento de ADN en cada ciclo de amplificacién se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de
fluorescencia emitida. EI empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la

deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.
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Sondas empleadas:

Para llevar a cabo la discriminacion alélica se han empleado sondas TagMan MGB®,
(figura 10). Estas sondas que hibridan especificamente, son oligonucleétidos marcados
con un donador (fluorocromo) en el extremo 5', que absorbe energia y pasa al estado
excitado, de manera que al volver al estado inicial emite el exceso de energia en forma
de flourescencia; y un aceptor o quencher en el extremo 3', que acepta la energia de la
fluorescencia liberada por el donador y la disipa en forma de calor. Para que la
fluorescencia no sea emitida permanentemente, las moléculas donadora y aceptora
deben estar espacialmente proximas.

Junto al quencher, se encuentra una modificacion MGB (minor groove binding) que
permite aumentar la temperatura de los ensayos sin tener que ampliar la longitud de la
sonda y, a su vez, mejora considerablemente la union especifica de la sonda
aumentando la precision de la discriminacion alélica, (figura 10).

Ademas, el espectro de emision del fluorocromo correspondiente se ha de solapar con el

espectro de absorcion del quencher.

Fluoroforo

Quencher

MGB/

Figura 15: Estructura de las sondas TagMan MGBR®.
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En los ensayos de discriminacion alélica realizados para este estudio, los fluorocromos

utilizados para el reconocimiento de cada alelo han sido FAM y VIC, (tabla 1).

Espectros | Excitacion ~ Emision

(nm)
VIC 528 546
FAM 492 515

Tabla 1: Espectros de excitacién y emision de los fluorocromos utilizados.

Otros Reactivos necesarios para la PCR a Tiempo Real:

El preparado comercial TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG
(Applied Biosystems) contiene AmpliTaq Gold® DNA Polymerasa, que es una
DNApolimerasa termoestable. Esta enzima tiene actividad 5- 3’polimerasa pero ha
perdido la actividad 3'- 5’exonucleasa. TagMan® Universal PCR Master Mix No
AmpErase® UNG es una mezcla concentrada que contiene los reactivos suficientes para
llevar a cabo la reaccion de PCR y contiene AmpliTaq Gold® DNA Polymerasa, dNTPs,

y tampon para optimizar las condiciones de los ensayos.

Mecanismo de la PCR a Tiempo Real:

Durante la PCR a Tiempo Real, mientras la sonda conserve su integridad, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor debido a su proximidad.
Sin embargo, durante la amplificacién, la sonda hibrida con su cadena complementaria
de ADN. La enzima DNApolimerasa termoestable, que posee actividad 5’exonucleasa,
al desplazarse a lo largo de la cadena en su capacidad sintética, hidroliza el extremo

libre 5* de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador
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y aceptor se encuentran en este momento en una posicién alejada el uno del otro de

forma irreversible, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector (fig. 9).

Alelo G
” I “ “ . I 11 Il u;u_u_u_ @ ve
® FAM
Alelo C " @ Quencher
Gold DNA
I || [l || LU0l Polymerase

Figura 16: Mecanismo de la PCR a tiempo real.

e Precauciones y condiciones de trabajo:

Debido a la alta especificidad de la técnica, podemos apuntar la necesidad de tener unas
condiciones de trabajo libres de contaminacion. Aun asi, los ensayos realizados deben
contener controles internos (negativos), cuya emision de fluorescencia es minima y se
tomara como referencia para la fluorescencia de los viales que entran en el ensayo.
Cualquier desviacion producida en la fluorescencia de estos registros se supondra
contaminacion y por tanto anula el ensayo.

Asimismo, la conservacién de los reactivos (sondas y TagMan® Universal PCR Master
Mix No AmpErase® UNG) se hara en condiciones de temperatura -4 a —15°C para
prevenir degradaciones de las sondas y de las enzimas. Ademas hay que sefialar la
necesidad de proteccién directa de la luz que requieren los fluorocromos y asi evitar su

deterioro.
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Equipo utilizado para PCR a Tiempo Real:

El equipo empleado para llevar a cabo la PCR a tiempo real es Abi Prism 7.000
Sequence Detection System de Applied Biosystems (figura 13), que esta compuesto por
un termociclador y varios canales de lectura de la fluorescencia, que permiten la

deteccion de diferentes fluorocromos a la vez, en cualquier momento de la amplificacion.

Figura 17: Equipo Abi Prism 7.000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Condiciones Experimentales:

Para llevar a cabo el estudio de los polimorfismo C825T del gen GNB3, el Pro12Ala del
gen PPARG, el -174G<C del IL-6, el Trp64Arg del gen del ADRB3, rs9939609 del FTO y
rs17782313 del MC4R mediante PCR a tiempo real, se han empleado las siguientes

condiciones experimentales:

# Referencia del ensayo AB de PCR a tiempo real para el estudio de los polimorfismos:
GNB3: C_2184734_10, rs5443

PPARG: C_1129864_10, rs1801282

MC4R: C_32667060_10, rs17781323
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FTO: C_30090620_10, rs9939609

ADRB3: C_2215549_20, rs4994

# Sondas:

GNB3

VIC: 5-AGAGCATCATCTGCGGCATCACGTCI[CIGTGGCCTTCTCCCTCAGTGGCCGC
C3
FAM:5"-AGAGCATCATCTGCGGCATCACGTC[T]JGTGGCCTTCTCCCTCAGTGGCCGC
C-3

PPARG

VIC: 5"- AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGAC[CICAGAAAGCGATTCCTTCACTGAT
AC-3

FAM: 5" - AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGAC[G]CAGAAAGCGATTCCTTCACTGAT
AC-3

MC4R

VIC: 5- GTTTAAAGCAGGAGAGATTGTATCC[C]GATGGAAATGACAAGAAAAGCT
TCA- 3%

FAM: 5°- GTTTAAAGCAGGAGAGATTGTATCC[TIGATGGAAATGACAAGAAAAGCT
TCA- %

FTO

VIC: 5-GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATTT[AJGTGATGCACTTGGATAGTCTCTG
TT-3

FAM: 5-GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATTT[TIGTGATGCACTTGGATAGTCTCTG

T-3

42



ADRB3

VIC: 5-GTCATGGTCTGGAGTCTCGGAGTCC[A]GGCGATGGCCACGATGACCAGCA
GG-3

FAM: 5'-GTCATGGTCTGGAGTCTCGGAGTCC[G]GGCGATGGCCACGATGACCAGCA

GG 3

- Programa:

Desnaturalizacion

l Fase de hibridacion
y extension

95°C{95°C |

15seg \ 60°C

1 min

63}
o
o
.\O\
o
3.
=

40 CICLOS

|
|

Activacion  Activacion de
Amperasa AmpliTag Gold
UNG

Figura 18: Esquema representativo del programa de reaccion llevado a cabo por el equipo de PCR a

tiempo real de Applied Biosystems.

Los resultados obtenidos de la amplificacion de DNA y medida de la fluorescencia clasificandose
en homocigoto segun si se registran valores de fluorescencia solo del VIC o solo del FAM o

heterocigota si se registra fluorescencia de ambos. Se han clasificado en:
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v"Homocigoto para el alelo G, registrandose valores de fluorescencia producida por el
fluorocromo FAM; homocigoto para el alelo C, registrandose valores de fluorescencia del
fluorocromo VIC; y heterocigoto, registrandose valores de fluorescencia de ambos

fluorocromos al mismo tiempo, en el caso del gen PPARG (tabla 2).

v"Homocigoto para el alelo T, por el fluorocromo FAM; homocigoto para el alelo C,
fluorocromo VIC; y heterocigoto, registrandose valores de fluorescencia de ambos

fluorocromos al mismo tiempo, en el caso del gen GNB3 (tabla 3).

v"Homocigoto para el alelo T, por el fluorocromo FAM; homocigoto para el alelo C,
fluorocromo VIC; y heterocigoto, registrandose valores de fluorescencia de ambos

fluorocromos al mismo tiempo, en el caso del gen MC4R (tabla 4).

v"Homocigoto para el alelo T, por el fluorocromo FAM; homocigoto para el alelo A,
fluorocromo VIC; y heterocigoto, registrandose valores de fluorescencia de ambos

fluorocromos al mismo tiempo, en el caso del gen FTO (tabla 5).

v"Homocigoto para el alelo G, por el fluorocromo FAM; homocigoto para el alelo A,
fluorocromo VIC; y heterocigoto, registrandose valores de fluorescencia de ambos
fluorocromos al mismo tiempo, en el caso del gen ADRB3 (tabla 6).

Ver graficas en el apéndice.

G C G
Fluorescencia
G C C
VIC +
FAM + +

Tabla 2: Fluorescencia emitida para determinar la discriminacion alélica para PPARG.
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Fluorescencia

VIC
FAM

- -
+ 0 O
o)

Tabla 3: Fluorescencia emitida para determinar la discriminacion alélica para GNB3.

Fluorescencia

VIC
FAM

T C T
T C C

+ o+
+ +

Tabla 4: Fluorescencia emitida para determinar la discriminacion alélica para MC4R.

Fluorescencia

VIC
FAM

T A T
T A A

+ +
+ +

Tabla 5: Fluorescencia emitida para determinar la discriminacion alélica para FTO.

Fluorescencia

VIC
FAM

G A G
G A A

+ +
+ +

Tabla 6: Fluorescencia emitida para determinar la discriminacion alélica para ADRB3.
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2.4. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizd con el programa informatico SPSS v.15.0 para windows. Todas
las variables estudiadas fueron de tipo cualitativo. Se aplicd el analisis del chi-cuadrado (2) para

determinar las diferencias en la distribucion genotipica y alélica entre los distintos grupos con
ayuda de tablas.

Los valores p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos, y sobre estos se calculo el
estadistico exacto de Pearson, el riesgo u Odd Ratio (O.R.) y el intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS

3.1. Anélisis poblacional:

Edad:

Se analizaron 91 nifios dentro del grupo control y 126 nifios dentro del grupo con sobrepeso al
que denominaremos €asos.

Se los dividieron en 2 grupos etarios: de 5 a 10 afios y de 10 a 15 afios.

Entre los controles no se observé gran diferencia entre los 2 grupos etarios con porcentajes
similares (49,5% vs. 50,5%), mientras que es notorio el alto porcentaje de nifios entre 10 y 15
afios en el grupo con sobrepeso (33% vs. 67%), lo que nos hace pensar en el establecimiento de
la obesidad en las edades mas cercanas a la pubertad.

49,5%

MW De5a 10 afios

M De 10 a 15 anos

Figura 19: Distribucion por edad en los controles

EDAD Frecuencia | Porcentaje
De 5a 10 afios 45 49,5%
De 10 a 15 afios 46 50,5%

Tabla 4: Distribucion por edad en los controles
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Wm5a 10 anos

W 10a 15anos

Sexo:

Todos los nifios tanto del grupo control como de los casos, fueron incluidos de julio 2005 a junio

de 2011.

Figura 20: Distribucion por edad en los casos

EDAD Frecuencia | Porcentaje
De 5 a 10 afios 42 33%
De 10 a 15 afos 84 67%

Tabla 5: Distribucion por edad en los casos

Controles Pacientes
Sexo Frec |[Porcentaje| Frec |Porcentaje
Fem 34 37% 75 60%
Masc 57 63% 51 40%

Tabla 6: Distribucién por sexo
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Se observa mayor predominio de nifias en los casos con un 57% de nifias vs. un 43% de nifios,
ocurriendo lo inverso en los controles (42% nifias vs. 58% nifios)
Estos resultados se encuentran dentro de lo esperado de acuerdo a los estudios poblacionales

publicados en los cuales la obesidad es mas frecuente en el sexo femenino. (-5)

OFem

O Masc

Controles

Casos

Figura 21: Distribucion por sexo

Antropometria:
Se analizo la distribucion de los IMC por Z-score. Se considero controles a los nifios con Z-score
menor a 1. Se observd que en el caso de los nifios y nifias con sobrepeso u obesidad la

distribucion fue la siguiente, considerando que Z-score entre 1y 2 se considera sobrepeso y

mayor a 2 obesidad:
Z-scorela?2|Z-score2ai3 Z-score > 3 Total
Nifios 9 15 26 50
Nifias 14 40 22 76

Tabla 7: Distribucién por IMC en nifios y nifias con sobrepeso discriminado por sexo.
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Distribucion del IMC entre los distintos percentiles en &l grupo de
nifos con sobrepeso

Frecuencia »

@Mifios

aklifias

0 Mifias
Z-score 5 Nifios Sexo
1a7 S5 g core Total
2as >3 ota
Z-score

Figura 22: Distribucion por sexo

Las nifias representan el 60 % del total de los casos, de las cuales el 82% se encontraron en Z-
score mayor a 2 para su IMC. En tanto los nifios representan el 40% de los casos, y los que
presentaron Z- score > a 2 también es el 82%. Se ha observado que en los nifios se presentaron

IMC de mayor magnitud, pero con una prevalencia mayor de obesidad en las nifias.

Z-scorela?2|Z-score2a3 Z-score > 3
Porcentaje 18,3% 43,7% 38,0%

Tabla 8: Distribucién porcentual de acuerdo a IMC en los nifios y nifias con sobrepeso
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Distribucion porcentual de los IMC entre los distintos Z-score en nifios v nifias
con sobrepeso

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Z-score1a?2 Z-score2 a3l Z-score>3

Figura 23: Distribucién del IMC entre los casos

3.2. Andlisis del perfil de laboratorio de los pacientes

Se analizaron el metabolismo de hidratos de carbono y lipidico de los nifios con sobrepeso. Los

resultados se reflejan en la siguiente tabla.

Minimo Méximo
Glucemia 70 mg/dl 104 mg/di
Colesterol 105mg/dl 238 mg/d|
Trigliceridos 38 mg/di 206 mg/di
HDL 30 mg/dl 81 mg/dl
LDL 39 mg/dl 159 mg/d|

Tabla 9: Valores maximos y minimos del metabolismo lipidico y glucemia.
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Se observé que 2 nifios presentaron glucemias por encima de 100mg/dl.

Desde el punto de vista lipidico el 38% de los nifios tenian valores de colesterol superiores a 170
mg/dl. Por otro lado el valor normal de triglicéridos es de 100 mg/dl y se encontré que el 29% de
los nifios superaban esos valores. EI HDL se considera normal con niveles superiores a 50 mg/dl
y el 37%, presentaron valores inferiores. En el caso del LDL presentaron valores menores de
100, un 58%. El indice colesterol total / HDLc se mantuvo un valores normales en todos los nifios
(VN: 0-4,5)

Por otro lado en los nifios que se habia realizado la determinacién de leptina se observaron en
general valores altos, siendo el valor normal del dosaje de leptina 13 ng/ml. En los nifios que se

realizadd la determinacidn se observo que, el 90% de ellos tenian la leptina elevada, siendo valor

minimo de 6,8 ng/ml y el maximo de 347,7 ng/ml.

Figura 24: Valores de leptina en nifios con sobrepeso (VN: valor normal = 13 ng/ml)
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3.3. Analisis de los genotipos obtenidos

Gen GNB3:

A continuacion se exponen los resultados Obtenidos del anélisis genético de los 217 individuos
de nuestro grupo de estudio. La distribucion alélica y genotipica se encuentra dentro del
equilibrio de Hardy-Weinberg (>0,05). La distribucion es similar a la descrita en caucasicos como
veremos en la discusion. No se han obtenido diferencias significativas entre controles y
pacientes para la aparicion de los diferentes genotipos, con una p = 0,980 (>0,05). Se comparo

también la distribucion del genotipo TT, asociado a obesidad, no observandose valores

significativos (p = 0,845), con un OR de 1,092 (0,419< >2,844).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Distribucion genotipica del
polimorfismo del GNB3 C825T

PACIENTES CONTROLES

BCC
BCT
aTT

Figura 25: Distribucion genotipica de GNB3 C825T
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Genotipo PACIENTES | CONTROLES | TOTAL

CC Frecuencia 57 42 99
Porcentaje 45% 46% 45,8%

CT Frecuencia 57 41 98
Porcentaje 45% 45% 45%

T Frecuencia 12 8 20
Porcentaje 10% 9% 9,2%
TOTAL 126 91 217

Tabla 10: Distribucién genotipica de GNB3 C825T
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Figura 26: Distribucion alélica GNB3 C825T

Frecuencia alélica
Alelos C T Total
Pacientes | 171 81 296
Controles | 125 57 138
434

Tabla 11: Distribucion alélica GNB3 C825T
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Gen PPARG:

Los resultados obtenidos a partir de la genotipificacidn de los 217 individuos de nuestro grupo de
estudio, se resumen en las 2 siguientes tablas y figuras. La distribucion alélica y genotipica se
encuentra dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg (>0,05). La distribucion es similar a la descrita
en caucasicos: Pro/Pro 79,7%, Pro/Ala 18,4% y Ala/Ala 1,9%. No se encontraron diferencias
significativas en la distribuciéon genotipica entre pacientes y controles, con una p = 0,349. Por
otro lado se observé la incidencia de la presencia del 12Ala como factor protector contra la
obesidad no obteniéndose diferencias significativas entre los distintos grupos con un OR 0,744
(0,378<>1,467) y una p = 0,383.

Distribucion genotipica del polimorfismo del
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Figura 27: Distribucion genotipica de PPARG 2 Pro12Ala.
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Genotipo PACIENTES | CONTROLES [ TOTALES
Pro12Pro | Frecuencia 103 70 173
Porcentaje 81,7% 77% 79,7%
Pro12Ala | Frecuencia 22 18 40
Porcentaje 17,5% 19,7% 18,4%
Ala12Ala | Frecuencia 1 3 3
Porcentaje 0,8% 3,3% 1,9%
TOTAL 126 91 217

Tabla 12: Distribucién genotipica de PPARG 2 Pro12Ala.
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Figura 28: Distribucion alélica PPARG 2 Pro12Ala

Frecuencia alélica
Alelos G (Ala) C (Pro) Total
Pacientes 24 228 252
Controles 24 158 182

Tabla13: Distribucion alélica PPARG 2 Pro12Ala
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Gen IL-6:

Los resultados obtenidos en los 217 individuos de nuestro grupo de estudio, se resumen en las 2
siguientes tablas y figuras. La distribucion alélica y genotipica se encuentra dentro del equilibrio
de Hardy-Weinberg (>0,05). No hemos obtenidos valores significativos para la distribucion
genotipica (p = 0,555). No hemos encontrado para el genotipo CC, que aumentaria el riesgo
para obesidad, valores significativos de OR: 0,282 (0,548< >3,204). En el caso de la hipétesis de
la aparicion del alelo C + (CC+GC) como protector contra la obesidad no hemos encontrado
diferencias significativas con una p = 0,546 y un OR 1,343 (0,682< > 2,648).

Distribucion genotipica del
polimorfismo -174G>C de IL-6
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Figura 29: Distribucion genotipica de IL-6 -174G>C.
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Genotipo PACIENTES | CONTROLES
CC Frecuencia 16 9
Porcentaje 12,7% 10%
GC Frecuencia 47 41
Porcentaje 37,3% 45%
GG Frecuencia 63 41
Porcentaje 50% 45%
TOTAL 126 91

Tabla 14: Distribucién genotipica de IL-6 -174G>C.
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ac 31.,2% 33%
Figura 30: Distribucion alélica de IL-6 -174G>C.
Frecuencia alélica
Alelos G C Total
Pacientes 173 79 252
Controles 123 59 182

Tabla 15: Distribucion alélica de IL-6 -174G>C.
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Gen ADRB3:

Los resultados obtenidos a partir de la genotipificacidn de los 217 individuos de nuestro grupo de
estudio, se resumen en las 2 siguientes tablas y figuras. La distribucion alélica y genotipica se
encuentra dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg (>0,05). No se encontraron diferencias
significativas en la distribuciéon genotipica entre pacientes y controles, con una p = 0,214. Por
otro lado se observd la incidencia de la presencia del Arg como factor predisponente a la
obesidad, no obteniéndose diferencias significativas entre los distintos grupos con un OR 1,958
(0,807< >4,750) y una p = 0,125.

No se ha podido realizar OR para la presencia del Arg/Arg, como ya explicaremos en la
discusion, por no haber portadores de este genotipo entre los controles, y la p = 0,103, tampoco

es significativa en nuestro grupo de estudio.

Distribucion genotipica del
polimorfismo del ADRB3 Trp64Arg
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Figura 31: Distribucion genotipica de ADRB3 Trp64Arg.
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Genotipo PACIENTES CONTROLES |TOTAL
AA Frecuencia 106 83 189
Porcentaje 84,1% 91% 87%
AG Frecuencia 18 8 26
Porcentaje 14,3% 9% 12%
GG Frecuencia 2 0 2
Porcentaje 1,6% 0% 1%
TOTAL 117 100 217

Tabla 16: Distribucion genotipica de ADRB3 Trp64Arg

Distribucion alélica del Trp64Arg
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Figura 32: Distribucion alélica del ADRB3 Trp64Arg

Frecuencia alélica
Alelos A G Total
Pacientes 214 20 234
Controles 190 10 200
434

Tabla 17: Distribucion alélica de ADRB3 Trp64Arg
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Gen FTO:

Los resultados obtenidos en nuestro grupo de estudio a partir de la genotipificacion de los 217
individuos, se resumen en las 2 siguientes tablas y figuras. La distribucion alélica y genotipica se
encuentra dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg (>0,05). No se encontraron diferencias
significativas en la distribuciéon genotipica entre pacientes y controles, con una p = 0,323. Por
otro lado se observo la incidencia de la presencia de A en el genotipo como factor predisponente
a la obesidad, no obteniéndose diferencias significativas entre los distintos grupos con un OR
1,343 (0,741< >2,435) y una p = 0,320.

Distribucion genotipica del
polimorfismo del FTO rs9939609
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Figura 33: Distribucién genotipica de FTO rs9939609.
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Genotipo PACIENTES CONTROLES |TOTAL
AA Frecuencia 29 14 43
Porcentaje 23% 154%| 19,8%
AT Frecuencia 62 46 108
Porcentaje 49,2% 50,5% 50%
1T Frecuencia 35 31 66
Porcentaje 27,8% 34,1%| 30,4%
TOTAL 126 91 217

Tabla 18: Distribucién genotipica de FTO rs9939609

Distribucion alélica del rs9939609
del FTO
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BA 48% 41%
aT 52% 59%

Figura 34: Distribucion alélica del FTO rs9939609

Frecuencia alélica
Alelos A T Total
Pacientes 120 132 252
Controles 74 108 182
434

Tabla 19: Distribucion alélica del rs9939609 del FTO
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Gen MC4R:

Los resultados obtenidos en los 217 individuos de nuestro grupo de estudio, se resumen en las 2
siguientes tablas y figuras. La distribucién alélica y genotipica se encuentra dentro del equilibrio
de Hardy-Weinberg (>0,05). En el caso de la distribucion genotipica no hemos encontrado
diferencias significativas con una p = 0,121. Sin embargo, hemos obtenidos valores significativos
para la incidencia del alelo C en relacion a la aparicion de IMC mayores (p = 0,041) con un OR
de 1,8 (1,009< >3,211).

Distribucion genotipica del polimorfismo del
MC4R 17782313
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Figura 35: Distribucién genotipica de rs17872313 del MC4R
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Genotipo PACIENTES CONTROLES TOTAL
CC Frecuencia 5 3 8
Porcentaje 4% 3,3% 3,7%
CT Frecuencia 51 25 76
Porcentaje 40,5% 27,5% 35%
1T Frecuencia 64 70 133
Porcentaje 55,6% 69,2%| 61,3%
TOTAL 126 91 217

Tabla 20: Distribucién genotipica de rs17782313
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Figura 36: Distribucion alélica del MC4R rs17782313

Frecuencia alélica
Alelos C T Total
Pacientes 61 191 252
Controles 31 151 182
434

Tabla 19: Distribucion alélica del rs17782313 del MC4R
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3.2. DISCUSION

Todos los polimorfismos estudiados en este trabajo, se han asociado de forma inconstante con la
aparicion de la obesidad o con mayor riesgo de tener una ganancia de peso aumentada. Por el

contrario determinados genotipos podrian ser protectores contra la aparicion de la obesidad.

3.2.1. GNB3 C825T

Varios estudios realizados en hombres jovenes de distintos origenes étnicos y en mujeres fértiles
y postmenopausicas, han encontrado una sugerente relacion entre la presencia del alelo 825T
con un aumento de riesgo de desarrollar obesidad. (32-35 112, 113)

Siffert et al demostraron en un estudio realizado en 1950 individuos en Alemania, China,
Sudafrica y Zimbabwe un significativo aumento de la frecuencia del alelo 825T en hombres

jévenes con indice de masa corporal mayor a 25 kg/m2. (33)

Pais Germany | China South Africa Urban Zimbabwe | Rural Zimbabwe
Ciudad (Essen) (Wuhan/Jinan) | (Johannesburg) | (Harare) (Bulawayo)

n 227 960 254 223 236
Genotypes

(TTITCICC) 28/121/128 | 215/486/259 178/71/5 148/67/8 159/69/8

Tabla 20: Distribucion genotipica del C825T de acuerdo a Siffert et al. (3

En la tabla se observa la distribucion de los distintos genotipos en los diferentes grupos
estudiados, encontrandose una alta incidencia del 825T en africanos y chinos, mientras que en el
grupo de alemanes la distribucion era similar a la encontrada en caucasicos por otros grupos de
estudio.

Por otra parte distintos autores han mostrado una falta de relacion entre el alelo 825T y obesidad
como es el caso de Snapir et al y Hayakawa et al (114 115); estos grupos tampoco han podido

establecer una relacidn con hipertension arterial.
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En nuestro trabajo hemos analizado al polimorfismo 825T y el riesgo de aparicién de obesidad
dado el valor predictivo que se le suele adjudicar.

En relacion a los resultados obtenidos de la distribucion genotipica de nuestro grupo de estudio,
hemos comprobado que dicha distribucion es similar a la de la poblacion alemana estudiada por

Siffert et al 3, en coincidencia también con lo descrito en otros trabajos en la poblacién

caucasica (3-35, 112, 13),

Genotipo Poblacién alemana @ | Chinos b | Africanos ® Nléesm grupo
e estudio
CC Frecuencia 128 259 21 57
Porcentaje 46% 27% 3% 52%
CT Frecuencia 121 486 207 45
Porcentaje 44% 51% 29% 41%
1T Frecuencia 28 215 485 8
Porcentaje 10% 22% 68% 7%
TOTAL 277 960 713 110

8 De Siffert et al, Essen, Alemania (33
b De Siffert etal @

Tabla 21: Comparacion de la distribucion alélica del GNB3 C825T de distintos grupos étnicos con nuestro

grupo de estudio.

Sin embargo no hemos observado valores significativos para la distribucién genotipica (p =
0,980) ni para la presencia del 825TT como factor predisponente para obesidad con p = 0,845y
un OR de 1,092 (0,419< >2,844).

3.2.2. PPARG Pro12Ala

Es sabido que tanto el PPARG 2 como el PPARG 1 se encuentran relacionados con la
adipogénesis y que se encuentran en cantidad en el tejido adiposo. Se han llevado a cabo
numerosos trabajos para demostrar su relacion tanto con obesidad como con los distintos

componentes del sindrome metabalico.
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Labayen et al(®) analizaron 273 nifios y encontraron una incidencia de 229 nifios con Pro/Pro
(84%) y 44 entre Pro/Ala y Ala/Ala (16%), similar a lo encontrado en nuestro grupo, 79y 21%
respectivamente. Deeb et al y Lohmueller et al, relacionaron la presencia de Ala con proteccion
contra la obesidad al igual que tantos otros. (117.118)

Sin embargo otros grupos asociaron la aparicion del Ala con obesidad. Canizales et al (119
descubrieron que la presencia del alelo Ala se asociaba a obesidad en un grupo de més de 600
individuos entre mestizos y amerindios estudiados en México. Entre los amerindios la frecuencia
del alelo 12Ala es del 17%, era mayor que en cualquier otro grupo étnico estudiado. Yen et al
describieron este polimorfismo en 1997(42) y sefalaron la siguiente frecuencia para el genotipo
Pro12 Ala: 12% en caucasicos, 10% en mexicanos, 8% en samoanos, 3% en africanos y 1% en
chinos, aunque sucesivos trabajos fueron modificando dicha frecuencia. En nuestro grupo la

frecuencia fue del 18,4%.

Genotipos Alal2Ala | Prol12Ala Prol2Pro

Caucasicos 1,40% 21,20% 77,40%
Mexicanos 1% 18% 81%
Samoanos 0,60% 14,80% 84,60%
Africanos 0,10% 5,90% 94%
Chinos 0,02% 1,98% 98%
Nuestro grupo de estudio 1,9% 18,4% 79,7%

Tabla 22: Comparacién de nuestros resultados con la distribucién genotipica descrita por Yen et al (42)

En los dltimos afios se han realizado distintos trabajos que consideran a la variante 12Ala o al
genotipo Ala12Ala como protectores contra la obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes
tipo 2, la hipertension arterial y el infarto agudo de miocardio. “8)

En nuestro estudio sin embargo no ha resultado significativa la aparicion del 12Ala como factor

protector.
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3.23.IL-6 - 174 G>C

Como ya hemos visto la IL-6 se asocia con el tejido adiposo, ya que el 30% de la citoquina
circulante proviene de él, aumentando en proporcion con el incremento de peso.

Distintos estudios relacionan a la presencia del alelo C con IMC menores y proteccién contra la
aparicion de la obesidad (54,96, 57)

Segun Klipstein-Grobusch et al ©6) |a distribucion genotipica de su cohorte fue de 31% para el
GG, 53% para el GC y 16% para el CC. En nuestro grupo de estudio esta distribucion fue de
48%, 40,5% y 11,5% respectivamente.

100% . I . -
80%
60% 1 HCC
O GC
40% O GG
20%
0%
Finlandia Alemania ItallaNorte  Espana Grecla
(n=124) (n=133) (m=393) (n=118) (n=184)
Kubaszeky  Faltracoy Licastro y  Vozarovay  Dedoussls y
col2003a". col 20037, col2003". col2003". ol 20044

Figura 37: Distribucién genotipica del polimorfismo -174G>C en distintos paises europeos (120)
En la figura 38 vemos la distribucion genotipica del polimorfismo -174G>C en distintos paises

europeos, que muestra que el genotipo GC es el de mayor frecuencia, mientras que el CC, que

parece acompafiarse de mas alteraciones metabolicas, es el que aparece con menor frecuencia
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(120), En nuestro estudio también observamos que el genotipo CC es el de menor frecuencia, sin
embargo encontramos que el genotipo GG es el de mayor frecuencia.

Basandonos en la proteccidn que ejerce el alelo C contra la obesidad y la ganancia de peso y la
presencia de IMC menores, como refieren los trabajos realizados por Klipstein-Grobusch et al y
Goyenechea et al 6. 57), nosotros no hemos encontrado diferencias significativas para la
distribucion genotipica del gen. Tampoco encontramos valores significativos para la presencia
del genotipo CC en los individuos con IMC menores.

Se deben hacer estudios con mayor cantidad de individuos para poder comprobar si hay una
accion sinérgica entre el alelo C del -174 G>C de IL-6 y el 12Ala del Pro12Ala de PPARG, como

protectores contra la obesidad ya que la escasez de nuestra muestra no nos permite confirmarlo.

3.2.4. ADRB3 Trp64Arg

Se ha postulado que el gen del ADRB3 y su polimorfismo se encuentran asociados al
metabolismo basal y la lipolisis, lo que implicaria que podria asociarse a un aumento de la
ganancia de peso y por consiguiente a obesidad.

Como ya hemos sefialado, al igual que de Luis et al, Dunajska et al, Tafel et al y Vieira-Filho (104-
107). no hemos encontrado valores significativos en la distribuciéon genotipica entre pacientes y
controles, con una p = 0,214, ni para la presencia del 64Arg como factor predisponente para
obesidad con un OR 1,958 (0,807< >4,750) y una p = 0,125.

Endo et al, en el 2000('2") mostraron que la frecuencia del polimorfismo Trp64Arg en pacientes
obesos fue significativamente mayor que en los sujetos normales y el IMC mucho mayor en los
sujetos con el alelo Arg64 que en los homocigotos para el alelo normal. Sin embargo en otros
estudios, Hinney et al (122) y Urhammer et al (123), no hallaron una relacién del polimorfismo con la
predisposicién a IMC mayor al igual que lo que ocurre con nuestro grupo de estudio.

Nosotros no hemos encontrado homocigotos para el genotipo Arg/Arg entre los controles, por lo
que no se ha podido realizar el OR para el genotipo Arg/Arg en ese grupo poblacional.
Curiosamente Li et al no encontraron homocigotos para el Arg entre el grupo de pacientes. Sin

embargo, igual que para nuestra poblacion de estudio, concluyeron que los heterocigotos no
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presentaron un riesgo aumentado de padecer obesidad al comparar un grupo de individuos

obesos y otro de controles(109),

3.2.5. FTO rs9939609

El gen del FTO y su polimorfismo rs9939609 ha sido relacionado con obesidad tanto en nifios
como en adultos.

Como ya describimos, tanto Cecil et al 0 como Hakanen et al ©2), han relacionado en sus
respectivos estudios, la obesidad con la aparicion del alelo A del gen de FTO. En nuestro grupo
de estudio no hemos hallado valores significativos en la relacién entre obesidad y la aparicién del
alelo A, con un OR 1,343 (0,741< >2,435) y una p = 0,320.

Sin embargo, Lauria el al (123, estudiaron 16224 nifios entre 2 y 9 afios de Bélgica, Chipre,
Estonia, Alemania, Hungria, Italia, Espafia y Suecia (estudio IDEFICS). El principal hallazgo del
estudio es que los portadores del alelo A presentaron mayor incremento de la masa corporal y la
adiposidad central.

En el estudio realizado en Brasil, por da Silva et al (%), |a frecuencia alélica de A es del 40% en la
poblacién de origen europeo, mientras que en nuestro grupo de andlisis, la frecuencia de A es
del 45%. Sin embargo al igual que en nuestro trabajo, los estudios realizados por Li H et al y

Ohashi et al (88.89) en chinos y japoneses no se encontrd relacion con obesidad.

Genotipo Frecuencia, n (%) Caucasicos Et?\;z caucasicos P
TT 130 (37.4) 59 (42.5) 63 (34.6) 0.273
TIA 161 (46.3) 56 (40.3) 89 (48.9)
A/A 57 (16.4) 24 (17.3) 30 (16.5)
Frecuencia alelica A 0.40 0.37 0.41 0.410

Tabla 23: Frecuencia genotipica y alélica para el gen FTO rs9939609 para la poblacion brasilera

estudiada por da Silva el al. (%)
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En cuanto a | anélisis de la frecuencia genotipica el estudio de da Silva el al % en Brasil, sefiala
que ésta es del 16,4% para AA, 46,3% para AT y 37,4% para TT, respectivamente. Ellos
discriminaron entre la poblacion de origen caucasico y la de origen no caucasico y observaron
una prevalencia entre los caucasicos de 17,3% para AA, 40,3% para ATy 42,4% para TT. En
nuestra poblacion de estudio fue 19,8% para AA, 49,8% para AT y 30,4% para TT, presentando
por tanto una distribucién genotipica mas semejante a todo el grupo de estudio de da Silva el al,

que al grupo de caucasicos incluidos en dicho estudio.

3.2.6. MC4R rs17782313

El gen del MC4R se asocia a obesidad de origen monogénica pero también la regién cercana al
gen, se asocia a obesidad. Nosotros hemos estudiado la relacién de la obesidad con el
polimorfismo rs17782313.

Este polimorfismo se describio primero en adultos, pero en la actualidad se observa una
evidencia cada vez mas contundente de su relacion con obesidad de inicio en las primeras
etapas de la vida (129),

Loos et al 68) y Hardy et al €9 no pudieron comprobar la asociacién de obesidad y rs17782313
en las edades mas tempranas, pero si alrededor de los 7 afios. Otros estudios confirmaron la
influencia de la regién cercana al MC4R sobre el peso, IMC vy el riesgo de obesidad en nifios y
adolescentes europeos (126 -128),

Den Hoed et al (129), en un meta-analisis que incluyeron 13004 nifios y adolescentes observé que
la presencia del alelo C del rs17781323 aumenta un 6,7% el DS del IMC. En nuestro estudio
encontramos una asociacion de la presencia del alelo C y la obesidad con una p = 0,041 (< 0,05)
con un OR de 1,8 (1,009< >3,211). Esto concuerda también con lo observado por Hardy et al
que asocia la presencia del alelo C con obesidad a los 20 afios, en un grupo de 2479 hombres y
mujeres.

Sin embargo, mientras los estudios europeos arrojan los mismos resultados que los de nuestro

estudio, los trabajos por Wu et al y Ng et al (130.131) realizados en nifios chinos no encontraron
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una relacion consistente con obesidad. Lo mismo ocurre con el estudio hecho por Grant et al (132)
en nifios y adolescentes afroamericanos.

La frecuencia genotipica fue del 3,7% para el CC, del 35% para el CT y del 61,3% para el TT. No
hemos encontrado valores significativos para la distribucion genotipica del rs17782313 del gen
del MC4R con una p = 0,121.

3.2.7. Interaccion entre los genes

Se analizo la interaccione entre Ala+ (PPARG) y C+ (IL-6) como protector del riesgo de padecer
obesidad, por regresion logistica y no se pudo comprobar dicha interaccion. Tampoco se observo
interaccién entre los genes del PPARG y del ADRB3, vy ni entre los del MC4R y el FTO, también
analizados por regresion logistica. No hemos podido comprobar lo sugerido por Barbieri et al
(133), Vieira-Filho et al (1070y Cauchi et al (126), respectivamente.

Se deben incluir mayor nimero de pacientes para comprobar estas hipotesis.
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No hemos observado valores significativos para la distribucion genotipica para en GNB3,

ni para la presencia del 825TT como factor predisponente para obesidad.

No hemos visto diferencias significativas para la distribucién genotipica de Pro12Ala del

PPARG. Tampoco comprobamos la accidn protectora contra obesidad del 12Ala.

No hemos observado valores significativos para la distribucién genotipica, ni para la

presencia del alelo C del -174 G>C del IL6 como factor predisponente para obesidad.

No hemos visto diferencias significativas para la distribucién genotipica del Trp64Arg del
ADRB3. Tampoco la accién del Arg64 como factor de riesgo para la aparicion de
obesidad, aunque observamos 2 homocigotos Arg/Arg entre los pacientes y ninguno
entre los controles. Sera necesario realizar nuevos estudios con un nimero mayor de

individuos.

No hemos observado valores significativos para la distribucién genotipica, ni para la
presencia del alelo A del rs9939609 del gen FTO como factor predisponente para

obesidad.

Hemos encontrado diferencias significativas en la distribucién genotipica del alelo C del
rs17782313 del MC4R entre pacientes y controles respecto a la aparicién de obesidad.
Sin embargo no observamos valores significativos para el genotipo CC y los IMC

mayores. No hallamos valores significativos para la distribucion genotipica.

No hemos comprobado la sinergia entre el alelo C del -174 G>C del IL6 y el 12Ala del.

Se necesitara una cohorte mayor para comprobar esta hipétesis.
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. Tampoco se pudo comprobar la sinergia entre en rs17782313 del MC4R y el rs9939609
del FTO

No se pudo comprobar la interaccion entre el Pro12Ala del PPARG vy el Trp64Arg del

ADRB3. Se requieren grupos de estudio mas grandes para comprobar estas hipétesis.
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OBESIDAD
Polimorfismos implicados en su predisposicién genética

La obesidad es una enfermedad en continuo aumento y que afecta a nifos cada vez
mds pequefios. Sabemos que hay factores ambientales (comida, sedentarismo, etfc.) y
genéticos que predisponen a la misma.

Estamos realizando un estudio acerca de la predisposicion genética a la obesidad y
sus complicaciones. Necesitamos chequear la ausencia o presencia de esta
predisposicion genética en nifios de peso normal como vuestro hijo/a. Para ello se
utilizaria una pequefia cantidad de ADN (que contiene la informacidn que se necesita)
de la sangre que se le extraerad a su hijo/a en la analitica solicitada por su medico de
cabecera. No serd necesario ningln estudio extra o que pueda quitarles tiempo,
excepto leer este escrito y firmar la autorizacién para que su hijo sea incluido de
forma anénima en nuestro protocolo.

Desde ya les agradecemos su colaboracion y no duden preguntarnos lo que necesiten
conocer.
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Consentimiento informado

Declaro aceptar la participacién de mi hijo/a como control sano en el estudio de
polimorfismos genéticos asociados a obesidad. Este contribuird en tratar de mejorar
el conocimiento que se tiene en el origen de la obesidad y sus complicaciones.
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OBESIDAD
Polimorfismos implicados en su predisposicién genética

La obesidad es una enfermedad en continuo aumento y que afecta a nifios cada vez
mds pequefios. Sabemos que hay factores ambientales (comida, sedentarismo, etc.) y
genéticos que predisponen a la misma.

Estamos realizando un estudio acerca de la predisposicion genética a la obesidad y
sus complicaciones. Necesitamos chequear la ausencia o presencia de esta
predisposicion genética en su hijo/a, el cual se encuentra en control en el Servicio de
Endocrinologia. Para ello se utilizaria una pequefia cantidad de ADN (que contiene la
informacién que se necesita) de la sangre que se le extraerd a su hijo/a en la
analitica solicitada por su medico de cabecera. No serd necesario ningin estudio
extra o que pueda quitarles tfiempo, excepto leer este escrito y firmar la
autorizacién para que su hijo sea incluido de forma anénima en nuestro protocolo.
Desde ya les agradecemos su colaboracion y no duden preguntarnos lo que necesiten
conocer.
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Consentimiento informado
Y 0 et ee e s srees s seneen s sreesnsessenennsessenessesssessnnsessessenessessensessssrsressensersessen et DN oot es oo

Declaro aceptar la participacién de mi hijo/a como control sano en el estudio de
polimorfismos genéticos asociados a obesidad. Este contribuird en tratar de mejorar
el conocimiento que se tiene en el origen de la obesidad y sus complicaciones.
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Allelic Discrimination Plot
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Allelic Discrimination Plot
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