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RESUMEN

La obesidad es un desorden metabdlico caracterizado por la acumulacién de
tejido adiposo. Esta enfermedad se debe al efecto combinado de genes,
medio ambiente y estilo de vida. Entre los genes relacionados con la
obesidad. Entre los genes relacionados con la obesidad figuran el gen OB,
que codifica para la leptina y el gen LEPR que codifica para su receptor que
estan involucrados en la disminucion de la ingesta dietética y el gasto
energético. Del gen LEPR se han reportado algunos polimorfismos, siendo
el Q223R el mas estudiado y asociado con obesidad en diversos trabajos de
investigaciéon. Sin embargo, aunque con los resultados de dichas
investigaciones se establece alguna relacién con variables asociadas a
obesidad, ésta asociacion no es del todo clara en otros grupos é€tnicos. Por
lo anterior, en el presente trabajo se determind la frecuencia del
polimorfismo Q223R del gen LEPR en una poblacién mexicana de nifios
con y sin obesidad. Con los resultados obtenidos no se encontr6 asociacién
entre el genotipo del polimorfismo y el fenotipo de obesidad en la
poblacion estudiada. Se sugiere continuar con investigaciones que incluyan
analizar la asociacion del polimorfismo a factores bioquimicos asociados

con obesidad.
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INTRODUCCION

La obesidad es considerada como una enfermedad cronica no transmisible
que se caracteriza por el exceso de tejido adiposo en €l organismo, se
genera cuando la ingesta energética es mayor a la energia utilizada durante

un periodo de tiempo, por lo general largo.

Las causas de la obesidad son multiples e incluyen factores tanto genéticos
como ambiéntales. La herencia tiene un papel importante ya que se conoce
que el riesgo de sufrir obesidad en un nifio de padres obesos, es 10 veces
superior a lo normal. Algunos genes que se encuentran involucrados con
esta enfermedad son el gen que codifica para la leptina (gen Ob) y el del
receptor de leptina (gen LEPR), que estan asociados con la regulacion de la

ingesta dietética y el gasto energético.

La leptina es una proteina que funciona como hormona, se sintetiza y
secreta por el tejido adiposo y provee una sefial retroalimentadora a sus

receptores en el hipotilamo que desencadena una reaccion de saciedad.

El receptor de leptina es una proteina de membrana de 1200 aminoécidos
con distintas isoformas tanto en ratas como en humanos que incluyen

1soformas cortas y largas.

Los estudios del gen que codifica para el receptor de leptina (LEPR) han
mostrado la existencia de varios polimorfismos que pudieran asociarse con
obesidad. El polimorfismo Q223R ubicado en el exon 4 del gen LEPR
resulta en la sustitucion de aminodcidos (arginina por glutamina) es el mas

relacionado con la obesidad ya que se ha asociado con disminucion de gasto

v
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energético, cambios en el tamafio del adipocito, niveles elevados del
colesterol plasmatico y de lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como

niveles disminuidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Por otra parte, segun la Encuesta Nacional de Nutriciéon 1999, en México la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios y escolares es de 19.5%,
encontrandose los indices mas altos en la ciudad de México (33.4%) y en la

region norte del pais (35.1%).

Por lo anterior, resulta interesante conocer la frecuencia del polimorfismo
Q223R del gen que codifica para el receptor de leptina en una muestra de

nifios con obesidad de Monterrey, N. L. y su area metropolitana.
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I. PROBLEMA A INVESTIGAR

1.1 DELIMITACION DEL PROBLEMA

Segun la Encuesta Nacional de Nutricion 1999, Nuevo Leodn es uno de los
estados con mayor incidencia de obesidad infantil; el origen de esta
enfermedad se debe a diversos factores, entre los cuales destacan el factor
ambiental, social, econdmico y genético, este ultimo es el factor menos
estudiado. De los genes asociados a obesidad estudiados hasta hoy,
destacan las investigaciones relacionadas con el gen LEPR, del cual se ha
demostrado que uno de sus polimorfismos (Q223R) esta asociado a
obesidad o a algunos de los factores que caracterizan a esta enfermedad. A
la fecha, no existen estudios en nuestra comunidad referentes a la
frecuencia del polimorfismo Q223R del gen LEPR por lo que cabe

preguntarse:

(Cudl es la frecuencia del polimorfismo Q223R del gen receptor de leptina
en nifios de 6 a 12 afios de edad que presentan obesidad de la ciudad de

Monterrey N. L. y su area metropolitana?
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1.2 JUSTIFICACION

La leptina se descubrié en 1994, y desde entonces se ha investigado su
relacion con la obesidad, primeramente con ratones y posteriormente con
humanos adultos. Los primeros estudios revelaron una estrecha relacion de
la obesidad con los niveles plasmaticos de leptina en ratones, sin embargo
en humanos esta asociacion no se ha determinado. Por ende se comenzd a
estudiar la relacion de la obesidad con otros genes entre los que se
encuentra el gen que codifica para el receptor de leptina. Este tipo de

estudio no se ha realizado en nifios de Nuevo Leon.

El avance de la obesidad a nivel mundial constituye una amenaza cada vez
mas 1mportante. Se observa un progresivo incremento en estos tltimos 100
afios, con una marcada aceleracion en la ultima década en casi todo el
mundo y principalmente en los paises desarrollados. La obesidad esta
asociada a 300 mil muertes por afio en la edad adulta, por lo tanto, infantes
que padecen hoy esta patologia, el dia de mafiana seran adultos obesos y

con riesgo de morir por causa de esta enfermedad.

La obesidad es una enfermedad multifactorial con un componente genético
muy importante. Varios polimorfismos genéticos se han asociado con
diferentes aspectos de la obesidad entre ellos destaca el polimorfismo

Q223R del gen que codifica para el receptor de leptina.

Por otra parte, segin datos de la Encuesta Nacional de Nutricion de 1999 se
observé que la Region Norte y la ciudad de México tuvieron una
prevalencia de sobrepeso y obesidad de 35.1% y 33.4% respectivamente,

mientras que en el centro y en el sur fue menor (25.4% y 21.9%).
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Ademas, de acuerdo con el Diagndstico Nutrioldgico de las Familias y
Menores de 5 afios del estado de Nuevo Leodn realizado en el afio 2000, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad. El indicador peso/talla fue de 18.48%

en menores de 5 afios.

Por lo anterior se estimo conveniente realizar la presente investigacion para
determinar la relacion del gen LEPR y su polimorfismo Q223R en nifios de

Monterrey N. L. y su area metropolitana.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la frecuencia del polimorfismo Q223R del gen LEPR en una
poblacion de nifios con obesidad entre 6 y 12 afios de edad de la ciudad de

Monterrey, N. L. y su drea metropolitana.

Objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones de amplificacidon y deteccion de los alelos
del polimorfismo Q223R del gen LEPR, utilizando la técnica
molecular PCR-RFLP (reaccién en cadena de la polimerasa -

polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion).

2. Determinar la frecuencia de alelos y genotipos del polimorfismo
Q223R del gen del receptor de leptina en una muestra de nifios con

obesidad y sin obesidad de Monterrey N. L. y su area metropolitana.

3. Comparar la frecuencia de los genotipos del polimorfismo Q223R

entre ambos grupos.
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II. MARCO TEORICO

2.1 OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad cronica originada por diversas causas (Fig.
1) y con numerosas complicaciones, tales como diabetes, enfermedades
cardiovasculares e hipertension, entre otras. Se caracteriza por el exceso,
acumulacion y almacenamiento de grasa en el organismo, principalmente

en tejido adiposo, debido a una ingesta elevada de calorias (Dietz, 1998).

FACTORES FRETSAES
GEHE TICOS -“Mfmamrrrnuss

Cowetrna Be _'-'._

wHEa S i
¢ Evpeetion de

“ alcriza

OBESIOAD

Figura 1. Causas de Obesidad

La palabra obesidad deriva del latin obesus que quiere decir "persona que
tiene gordura en demasia”, se manifiesta por un incremento de peso mayor
al 20% del peso ideal esperado para la edad, la talla y el sexo. En adultos, la
existencia de obesidad se determina cuando existe un indice de masa

corporal (IMC) mayor de 27 y en poblacion de talla baja un IMC mayor de
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25. Con la siguiente formula se obtiene el grado de obesidad y segun el
peso y talla llamado también indice de masa corporal. (Rivera et al., 2001;
Garrow, 1981).

IMC = Peso (Kg) / Talla (mts?).

En los ultimos afios la obesidad se ha incrementado en todo el mundo,
incluyendo México, ya sea por imitacion de patrones de alimentacion de
ciertos paises o por el consumo de alimentos de alto valor energético,
considerandose como un problema de salud publica y uno de los

padecimientos epidémicos de los paises desarroliados (Serrano y Prieto,
2002).

Actualmente se reconoce que la obesidad estd fuertemente relacionada con
el desarrollo de otras enfermedades como padecimientos cardiovasculares,
dermatoldgicos, gastrointestinales, diabéticos, osteoarticulares, etc, ademas,

esta asociada a 300 mil muertes por afio (Serrano y Prieto, 2002).

2.2 CAUSAS DE LA OBESIDAD

La obesidad es ¢l resultado de una compleja interaccion entre los factores
geneticos, metabolicos, farmacoldgicos, factores socioculturales y un estilo

de vida sedentaria (Thompson et al., 1999).

En cuestiones metabdlicas, hay algunas personas que son mas eficientes en
el uso de calorias para mantener la temperatura corporal y llevar a cabo los
procesos metabolicos. En relacion a farmacos, se ha comprobado que
algunos antidepresivos inducen un aumento de grasa y una importante
ganancia de peso (Martinez, 1999). Con respecto a factores socioculturales,

ultimamente todo gira en torno a la comida y bebida, existe demasiada
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publicidad para que se consuman productos como bebidas endulzadas,
frituras, comidas instantaneas y enlatadas, entre otras; ademas, cada religion
tiene alguna fecha especial en donde el hecho de comer y cocinar cierto tipo
de comida es la forma de celebrar (Serrano y Prieto, 2002). En cuanto a
sedentarismo, cada vez la gente se hace mas dependiente de la comodidad y
trata de hacer el menor esfuerzo posible al realizar sus actividades
cotidianas mientras que, por otra parte, el ejercicio se inculca cada vez

menos tanto en las escuelas como en los hogares (Marti ef al., 2003).

Un factor importante con respecto a la obesidad es el genético, en los
ultimos afios han surgido diversas investigaciones que han ayudado al
avance del conocimiento de numerosos genes asociados con ésta y otras

enfermedades (Martinez y De Pablos, 1997).

Entre los factores genéticos involucrados con la obesidad existen algunos

genes como los descritos en la tabla 1 (Gonzalez-Barranco, 2002).

Tabla 1. Ejemplos de algunos genes asociados con obesidad y su funcién

| GEN | FUNCION
[ OB [Codiﬁca para la proteina leptina.

| LEPR }Es el gen del receptor de la leptina.

| Fat |Contro|a depdsitos de grasa
l Tub |Interviene en el desarrollo de obesidad y diabetes.
|Tu|p 1 ﬁ:nterviene en el desarrollo de obesidad y diabetes.

[ Tulp lInterviene en el desarrollo obesidad y diabetes.
| Ay ﬁnterviene en obesidad y diabetes con pelo amarillo.

\ GLP1 |Disminuye el consumo de alimentos e incrementa la actividad fisica.
| GLI [Regula la saciedad.
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2.3 LA LEPTINA Y SU RECEPTOR COMO RESPONSABLES DE
LA INGESTA DIETETICA Y EL GASTO ENERGETICO.

Entre los genes asociados con la obesidad, los que codifican para la leptina
y el receptor de la leptina son los mas relacionados con la ingesta dietética 'y

el gasto energético (Clément et al., 1998).

En diciembre de 1994 el equipo de Friedman y col. (Zhang et al., 1994),
descubrieron la hormona llamada leptina cuyo nombre deriva del griego
leptos que significa delgado, a partir de entonces, la leptina ha sido objeto
de un gran numero de investigaciones enfocadas a tratar de dilucidar los
complejos mecanismos implicados en su funcionamiento y efectos en el
organismo, se sabe actualmente que sus funciones son mucho mas amplias

que las de intervenir en el balance energético (Pisabarro, 1999).

La leptina es una proteina con un peso molecular de 16 kilodaltones y posee
una estructura terciaria con un conjunto de cuatro hélices, similar a las
citoquinas clase I, es una hormona que presenta un ritmo circadiano de

secrecion pulsatil (Zhang et al., 1997).

El gen que codifica para la leptina humana se localiza en el cromosoma
7q31.3, su ADN tiene mas de 15,000 pares de bases, y posee 3 exones y 2
intrones, asi como una region para la union con factores de transcripcidn
(Isse et al., 1995) Este gen codifica para un precursor de 167 aminodcidos a

partir del cual se forma la proteina madura de 146 aminoacidos (Tartaglia et
al., 1995)
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La leptina es secretada a la sangre por ¢l tejido adiposo blanco y en menor
cantidad por el tejido adiposo marrén, el estdmago y las células estelares
del higado. En el caso de tejido adiposo, la secrecion se lleva a cabo en
diversas localizaciones como subcutanea, retroperitoneal y perilinfatica. L.a
leptina se libera a la circulacién sanguinea unida a proteinas de union y se
elimina principalmente por via renal (Simon y Del Barrio 2002; Ovies,

1999; Villaserior, 2002; Gomez, 2003).

La leptina interviene en diversos procesos fisiolégicos, que se llevan a cabo
a nivel del sisterma nervioso central y en érganos periféricos, tales como la
regulacion del balance energético, inhibicion del apetito y control del peso
corporal, el metabolismo de los lipidos y carbohidratos, 1a reproducciéon y la
termogénesis entre otros, ademas de tener importantes funciones en el
inicio de la pubertad y la reproduccion (Simon y Del Barrio, 2002;

Recabarren, 2000).
Tejido adiposo

e N

v Tejido adiposo 4 Tejido adiposo
Vo l
Leptina T Leptina
! !
Hipotalamo Hipotalamo
f Ingesta ‘ v Ingesta
vy Gasto energético 4 Gasto energético

v Reproduccion

Figura 2. Efecto de [a leptina en la regulacién de la ingesta dietética y el gasto energético
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El creciente conocimiento de esta hormona abre nuevas perspectivas en el

dificil campo terapéutico de la obesidad.

La leptina se secreta en tejido adiposo y cuando éste se presenta en gran

cantidad los niveles de leptina aumentan y en hipotilamo se presenta una
cascada de sefiales bioquimicas que traen como consecuencia la
disminucion de la ingesta dietética y el aumento del gasto energético. Por el
contrario, cuando el tejido adiposo esta en menor cantidad, los niveles de
leptina circulante disminuyen y esto hace que en hipotdlamo se activen

sefiales de alta ingesta dietética y de disminucidn de gasto energético (Fig.
2).

Existen diversos neuropéptidos involucrados con la secrecién de la leptina
destacando el neuropéptido Y, asi como el péptido Agouti (AGRP), la pro-
opiomelanocortina (POMC) y el péptido hipotaldmico de tipo
anorexigénico llamado regulador de la transcripcién de cocaina y
anfetamina (CART), estos dos ultimos se expresan con la presencia de
leptina aumentando la ingesta dietética y disminuyendo el gasto energético
(Jeffrei y Friedman, 2002). El neuropéptido Y es el agente orexigénico mas
potente, se origina en el nicleo arcuato y es liberado por el nucleo
paraventricular del hipotdlamo, se encuentra ampliamente distribuido en el
cerebro, es un neurotransmisor de 36 aminoacidos que actia como
estimulador central del consumo de alimentos cuando existe la union a sus
receptores Y1 y Y5, estimulando también la secrecion de insulina por la via
del sistema nervioso parasimpatico (Stephens, 1995). Como resultado de la

accion del neuropéptido Y hay un aumento en la ingesta y disminucién de

10
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la termogenesis, principalmente, debido a que reduce la actividad de las
vias nerviosas eferentes de tipo simpatico que llegan a tejido adiposo
marron, también reduce la respuesta al estrés, la ansiedad, participa en la
regulacion hipotalamica de reproduccion e influye en las resistencias
vasculares periféricas, en la contractibilidad miocardica y en la homeostasis
(Erickson, 1996; Stephens, 1996). Al parecer, el principal mecanismo por el
que la leptina regula el apetito es inhibiendo la sintesis y secrecion del

neuropéptido Y (Villasefior, 2002; Cecilia, 2000; Kalra, 1996).

Ausencia Presencia
de Leptina Hipotalamo de Leptina
NPY POMC
AGOUTI CART
T Ingesta Dietética ¢ Ingesta Dietética

Gasto Energético y f Gasto Energético
Reproduccion

Figura 3. Funcién de neuropéptidos involucrados en el funcionamiento de la hormona
leptina y su receptor.

En la figura 3, se describe que en ausencia de leptina, en el hipotalamo se
activan ciertos peptidos como el neuropéptido Y (NPY) y Agouti que son
los responsable de aumentar la ingesta dietética y disminuir el gasto
energético, y por otro lado, en presencia de leptina se activa la via
catabolica POMC/CART que es la responsable de disminuir la ingesta

diet€tica y aumentar el gasto energético.

¥l
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En la obesidad, cuando los niveles de leptina son elevados, su sistema de
transporte hematoencefalico se satura y no se observa disminucion del
apetito ni aumento del gasto energético, lo que sugiere un cierto grado de
resistencia en su mecanismo de accion bioldgica. Se ha propuesto como
mecanismo de resistencia a la leptina en obesos, una disminucion de la
eficiencia de su transporte al cerebro o una alteracién en sus receptores en
los plexos coroideos (Mockus, 2001). Debido a este estado de resistencia,
es que la gran mayoria de los obesos tiene un apetito exagerado (hiperfagia)
a pesar de tener un exceso de leptina, es decir, esta hormona manda una
informaciéon que no es registrada por el cerebro, produciéndose una

disminucion en la respuesta (Auwerx y Staels, 1998).

Las mutaciones en el gen de la leptina se pueden asociar con obesidad,
hiperfagia, hiperglicemia, resistencia a insulina, hipotermia e infertilidad
(Villasefior, 2002).

2.4 RECEPTOR DE LEPTINA

La leptina es una hormona que se produce en el tejido adiposo, viaja por
torrente circulatorio y tiene un efecto bioldgico en el hipotalamo, para que
esto ocurra es necesaria la presencia y buen funcionamiento de su receptor

en los 6rganos blanco.

El receptor de leptina (LEPR) fue identificado en 1995 por Tartaglia y col.
Esta proteina pertenece a la clase 1 de la familia de las citoquinas, tiene
varias 1soformas las cuales difieren en la longitud del dominio intracelular.

Tanto la isoforma larga compuesta por 1165 aminoacidos asi como las

12
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formas cortas resultan del procesamiento alternativo del ARN mensajero

del mismo gen (Tartaglia et al., 1995).

Algunas de las isoformas cortas son solubles debido a que el receptor esta
compuesto del dominio intracelular y transmembranal, y se encargan de
transportar la leptina que viene del tejido adiposo a la forma corta del
receptor de leptina, que se encuentra mayormente expresado en los plexos
coroideos. La isoforma corta no soluble tiene un dominio transmembranal
que consta de 34 aminodacidos (Carrascosa y Yeste, 1999). Por ultimo, la
isoforma larga consta también de un dominio citoplasmatico largo efector
de 303 aminodacidos; esta proteina predomina en ¢l hipotalamo y es la
responsable de la transduccion de la sefial de la leptina debido a su dominio
intracelular (Tartaglia et al., 1995; Carrascosa y Yeste, 1999; Simon y Del
Barrio, 2002). Al recibir la sefial de la leptina sérica, el receptor de leptina
activa la via de traduccidén de sefiales Janus-Kinasa, que culmina con la
activacion de los genes de neuropéptidos asociados con la regulacion de la
ingesta dietética y del gasto energético descritos previamente (Woods ef al.,

1996).

La importancia del receptor de leptina se puso de manifiesto al analizar
algunas cepas de ratones obesos. Phillips y col. en 1996 encontraron que
una mutacion en el gen OB-R, el cual codifica para el receptor de leptina de
los ratones db/db (ratones que carecen de instrucciones para producir el gen
del receptor de leptina), provocan la generacion de un ARN mensajero
procesado anormalmente que reemplaza al receptor de leptina largo Ob-Rb
con la isoforma corta Ob-Ra, lo que origina una transduccidn anormal de la

sefial que genera una resistencia a la leptina y el fenotipo de obesidad

13
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(Phillips et al., 1996). Por otra parte, en ratas con genotipo fa/fa (ratas
Zucker que tienen una alteracion en el gen db) se encontré una mutacion sin
sentido en el dominio extracelular altamente conservado del receptor, lo
que origina niveles elevados de leptina y obesidad (Chua et al., 1996). Ya
que en la mayoria de los casos de obesidad en humanos también se
presentan niveles elevados de leptina sérica, se pensd que defectos en el gen
del receptor de leptina (LEPR) podrian contribuir a la obesidad, este
hallazgo motivd a que se realicen investigaciones para encontrar

mutaciones a nivel del receptor de leptina en humanos.
2.5 POLIMORFISMOS DEL GEN LEPR

En 1997, Gotoda y col. analizaron el gen del receptor de leptina en un
grupo dé sujetos con obesidad morbida y encontraron que compartian ¢inco
mutaciones en el gen LEPR; dos mutaciones generaron cambios no
conservativos en la proteina: El aminoacido glutamina (Q) cambia a
arginina (R) en la posicion 223 (Q223R) y la lisina (K) a asparagina (N) en
el codon 656 (K656N) y otra conservativa: l1a lisina (K) a arginina (R) en el
codon 109 (K109R); dos de transicidn silenciosa en los codones 343 para

serina (S) y 1019 prolina (P) (Fig. 4).

14
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K109R Q223R $343S K656N P1019P
A->G A>G S-S G-> C P P

1 2 3 4 S 6 7 8 9 1011 12 13 14 15161718

Figura 4. Polimorfismos del gen que codifica para el receptor de leptina en humanos.
Los nimeros indican la secuencia codificada del gen. En la parte superior se muestras
las mutaciones que originan los polimorfismos indicados.

Estas cinco mutaciones comunes se distribuyen a través de la region
codificante, cuatro estan localizados en la regidén extracelular y una en la
region intracelular del receptor de la leptina en humanos. Estas mutaciones
pudieron ser detectadas en el ADN mediante analisis de los polimorfismos
de longitud de los fragmentos de restriccién de los productos de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR-RFLP) generados por amplificacion de genes
con oligonucledtidos especificos y una posterior digestion con enzimas de
restriccion. Solamente la variacion en el codon 223 genera un sitio de
restriccion para la enzima Mspl, las demas mutaciones ni crean ni eliminan
sitios de restriccion, pero éstos se introdujeron a través de oligonucléotidos
especificos que crearon un nuevo sitio de restriccion para Haelll, Mlul,
Accll y Ncol para las mutaciones en los codones 109, 343, 656 y 1019,
respectivamente. Sin embargo, cuando se compard la frecuencia de los
genotipos para las cinco mutaciones, en un estudio que incluyd a 322
ingleses blancos obesos y a 132 sujetos delgados, no se logro detectar

diferencias significativas entre las frecuencias de los grupos con y sin

15
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obesidad, por lo que el grupo de investigacion concluye que las mutaciones
encontradas en el gen no son una causa comun de obesidad, al menos en
hombres europeos, aunque no se descarta la posibilidad de que estas
mutaciones sean causa de alguna forma rara hereditaria de obesidad en
otras poblaciones (Gotoda et al.,, 1997). A raiz de este trabajo se han
realizado numerosas investigaciones tratando de asociar estas mutaciones
con caracteristicas de la obesidad en otras poblaciones, sin embargo los

resultados han sido controversiales como se describe a continuacion.

Existen algunos estudios que han encontrado asociaciones significativas
entre la composicion corporal y los polimorfismos del gen del receptor de
leptina. En 1999 Chagnon y col. investigaron la asociacién entre los
polimorfismos K109R, Q223R y K656K del receptor de leptina con algunas
variables de composicidén corporal. Utilizaron a un grupo de familias de
raza blanca de la ciudad de Québec (Québec Family Study), como grupo de
estudio y encontraron una asociacion significativa entre el polimorfismo
Q223R y la masa grasa, ademas de asociaciones débiles de los otros dos
polimorfismos con el IMC, la masa grasa y la masa grasa libre (Chagnon et
al., 1999). En otra investigacion del mismo grupo se estudiaron sujetos de
raza blanca y negra provenientes del HERITAGE Family Study (individuos
provenientes de Québec, Phoenix, Arizona, Mineapolis, Austin, e
Indianadpolis), se analizaron tres polimorfismos del gen LEPR (K109R,
Q223R, K656N) y su asociacion con las variables de adiposidad y
composicion corporal; se encontré una distribucion diferente de las
frecuencias de los polimorfismos entre los sujetos de raza blanca y negra,
especificamente para el polimorfismo KI109R. Ademas, las frecuencias

encontradas del polimorfismo Q223R son semejantes a las reportadas en

16



Polimorfismo Q223R del gen LEPR

individuos de raza blanca de Inglaterra, Dinamarca, Estados Unidos y
Francia (Chagnon et al., 2000). Aunque hubo poca asociacion de las
variables de composicion corporal con el polimorfismo KI109R, si se
observé una fuerte asociacidn entre €stos y el polimorfismo Q223R en los
sujetos de raza blanca. En otro estudio, Yiannakouris y col. (2001)
encontraron una asociacion significativa entre el polimorfismo Q223R del
gen LEPR y la presencia de obesidad en una poblacién griega, en contraste,
con los polimorfismos KI109R y K656N no se encontrdé asociacidon
significativa, por lo que estos ultimos polimorfismos parecen no jugar un
papel importante en el fenotipo de la obesidad. Por lo anterior, cabe suponer
que de todos lo polimorfismos del gen LEPR estudiados, el Q223R es el
mas relacionado con las caracteristicas de obesidad (Yiannakouris et al.,

2001).

Por otra parte, en otros estudios no se pudo encontrar asociacion
significativa entre los polimorfismos del gen LEPR y la presencia de
obesidad o factores asociados. En el estudio realizado por Gotoda y col.
(1997) no se encontrd asociacion significativa entre los polimorfismos del
receptor de leptina (K109R, Q223R, S343S, K656N, P1019P) y los
indicadores de obesidad en una poblacién de hombres ingleses de raza
blanca. De la misma manera, Silver y col. (1997) estudiando a sujetos de
raza blanca de Norteamérica tampoco encontraron asociacion entre los
polimorfismos Q223R y K656N con algunas caracteristicas relacionadas
con obesidad, tales como IMC, relacion cintura-cadera, niveles de glucosa e

insulina plasmatica (Silver et al., 1997).
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Cabe sefialar que la variacion de las caracteristicas relacionadas con la
obesidad dependen de los antecedentes genéticos de la poblacion, por lo
que se ha sugerido investigar los efectos de estos polimorfismos en otras

poblaciones étnicas (Silver et al., 1997; Yiannakouris ef al., 2001).

En otros estudios tratan de asociar la presencia del polimorfismo Q223R del
gen LEPR con algunas variables bioquimicas, se ha encontrado que este
polimorfismo esta asociado con alteraciones en el metabolismo de la
glucosa (Chagnon et al., 1999). Un estudio en mujeres posmenopausicas de
raza blanca, reportd que el polimorfismo Q223R afecta significativamente
la eficiencia de la unién de la leptina a la forma soluble del receptor
(Wauters ef al., 2001). Stefan y col. en 2002 realizaron una investigacion
con indios pima y reportaron que el polimorfismo Q223R influye
significativamente en el gasto energético, niveles de actividad fisica y
tamafio del adipocito abdominal subcutineo (Stefan et al, 2002). Por
ultimo, Takahashi y col. (2003) estudiaron a hombres japoneses para
relacionar el polimorfismo Q223R con niveles de lipidos séricos, y se
demostré que independientemente del peso corporal, hay una relacién con

los niveles elevados de colesterol total sérico y de lipoproteinas de baja
densidad.
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III. HIPOTESIS

3.1 ESTRUCTURA

Nuevo Leon es uno de los estados con mayor incidencia de obesidad
infantil en el pais; el origen de esta enfermedad es multiple y se asocia con
algunos factores como son el factor ambiental, el social, el econdmico y el

factor genético.

De los genes estudiados relacionados con obesidad, se destacan los trabajos
realizados con el gen que codifica para el receptor de leptina (gen LEPR).
Las mutaciones de este gen han dado origen a diferentes polimorfismos en
la proteina, y en algunos estudios se ha encontrado que €l polimorfismo
'(Q223R esta fuertemente asociado a la presencia de obesidad y a factores
caracteristicos de esta enfermedad; por lo anterior para este trabajo se

planted la siguiente hipotesis:

e La frecuencia del polimorfismo Q223R del gen que codifica para el
receptor de leptina es mayor en nifios que presentan obesidad que en

nifios sin obesidad.

3.2 DESARROLLO
a) Unidad de analisis:
Nifios entre 6 y 12 afios de edad con y sin obesidad de la ciudad de

~ Monterrey N. L. y su 4rea metropolitana

b) Variables:
Genotipos encontrados en nifios normales y en nifios con obesidad.

Presencia del polimorfismo Q223R del gen receptor de leptina.
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4.1

4.1.1

4.1.2

4.1.3

4.1.4

4.14

Polimorfismo O223R del gen LEPR

IV. DISENO

METODOLOGICO

TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es exploratorio, observacional, transversal y descriptivo.

UNIDADES DE OBSERVACION

Nifios que participaron en un protocolo sobre obesidad infantil del
Servicio de Endocrinologia del Hospital José Eleuterio Gonzélez de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (Solis-Pérez, 2004), entre

los cuales hay nifios con obesidad y nifios sin esta enfermedad.

TEMPORALIDAD
De agosto del 2003 a febrero del 2005.

UBICACION ESPACIAL
Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion
en Nutriologia Basica (LINBA) ubicado en la Facultad de Salud

Publica y Nutricién de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Inclusién: Nifios entre 6 a 12 afios de edad de la ciudad de
Monterrey, N. L. y su area metropolitana que acudieron al Servicio
de Endocrinologia del Hospital José Eleuterio Gonzalez como

participantes en un protocolo de obesidad infantil, que aceptaron
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participar en el estudio y que acudieron a la toma de muestras de
sangre,

Exclusion: Personas fuera del rango de edad, que no hayan acudido al
hospital a dar muestra de sangre y que no son de Monterrey N.L. o de

su area metropolitana.
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4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Polimorfismo O223R del gen LEFPR

ESTADISTICO

MARCO MUESTRAL

Las muestras se obtuvieron de nifios que acudieron al Departamento
de Endocrinologia del Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez
de la UANL como parte de un protocolo de investigacion sobre

obesidad infantil.

TAMANO MUESTRAL
La muestra fue de 76 nifios de los cuales 47 presentaban obesidad y

29 no presentaban esta enfermedad.

TIPO DE MUESTREO
Es un disefio no probabilistico, por conveniencia ya que se
obtuvieron muestras de sangre de nifios que cumplan con los criterios

de inclusion establecidos.

ANALISIS ESTADISTICO
Para medir el grado de asociaciéon, de la distribucién del
polimorfismo entre los nifios con y sin obesidad, se utilizo la prueba

estadistica Ji cuadrada.
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Polimorfismo Q223R del gen LEPR

V.MATERIAL Y METODOS

51 MATERIAL

5.1.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se les pidi6 a los padres de los nifios el consentimiento para dicha
investigacion. El trabajo experimental se realizd6 con el apoyo del
Departamento de Endocrinologia del Hospital José Eleuterio Gonzalez,

UANL.

5.1.2 AREA DE TRABAJO
En el Laboratorio de Investigacién en Nutricion Basica (LINBA) de la

Facultad de Salud Publica y Nutricion UANL.

5.1.3 MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en el Departamento de
Endocrinologia del Hospital Universitario, se les agregd heparina como
anticoagulante, fueron etiquetadas con nombre y fecha y enviadas al
Laboratorio de Investigacion en Nutriologia Basica (LINBA) de la Facultad
de Salud Publica y Nutricidén, UANL.

5.1.4 REACTIVOS QUIMICOS
¢ Kit DNAzol-BD (DNAzol BD, Molecular Research Center Inc).

e [sopropanol (Alcohol Isopropilico; Productos Quimicos Monterrey)

e Etanol 75% (MERCK).
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Oligonucledtidos:

P1: 5CTTCTCTGAAGTAAGATGATTTGTC 3°

P2: 5’AATTATCTTTGGTTTTCCCACTCCT 37

(Alpha DNA).

Enzima Taq polimerasa (BIOLINE).

Buffer de reaccion 10 X (BIOLINE).

Cloruro de magnesio (BIOLINE).

dNTP’s (BIOLINE dNTP’s Set).

Enzima Mspl (BIOLINE).

Agarosa (Agarose High Strength Analytical Grade Agarose Ultra
Pure DNA; BIO-RAD).

TAE 1X (EDTA (BIO-RAD), Tris (BIO-RAD) y acido acético
glacial (CTR SCIENTIFIC).

Bromuro de etidio (Ethidium Bromide Solution; BIO-RAD).
Marcador molecular de pares de bases ( Hyper Ladder V; BIOLINE).

3.1.5. MATERIAL Y EQUIPO

Tubos de microcentrifuga Eppendorf de 0.5, 1.5 y 2.0 ml.
Micropipetas de precision Eppendorf de 10, 20, 100 y 1000 pul.
Puntillas de plastico (Eppendorf).

Guantes de latex estériles (Allegiance)

Material de vidrio (Pyrex).

Microcentrifuga (Centrifuga 5415D; Eppendorf).

Vortex (Maxi-Mix, Vortex Mixer; Daigger).

Termociclador (Eppendorf, Mastercycler personal).

Incubadora (Shaking Incubator SL Sep Lab Orbital)
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Camara de electroforesis horizontal (Sub-Cell GT Agarose Gel
Electrophoresis System; BIO-RAD).

Fuente de poder (Power PAC300 BIO-RAD).

Transiluminador (UV Transluminator 2000, BIO-RAD).

Camara digital (Camara Digital con Zoom DC290; Kodak).

Sistema fotodocumentador Digi Doc (Digi Doc Photo
Documentation System PC 170-81-51 BIO-RAD).
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5.2 METODOS

5.2.1 ESTRATEGIA GENERAL
Para cumplir los objetivos planteados se utilizé la estrategia general

ilustrada en la figura 5.

Figura 5. Diagrama de la estrategia general empleada en este trabajo

Se recolectaron 76 muestras de sangre periférica en tubos de ensayo que
contenian el anticoagulante heparina, de cada una se extrajo ADN
gendémico y se formd un banco de ADN de los nifios, se confirmo la
presencia del ADN en geles de agarosa al 1%, se amplifico la region del
exon 4 del gen receptor de leptina por PCR utilizando los oligonucleé6tidos

correspondientes.
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Se verifico el éxito de la PCR visualizando el producto amplificado en
electroforesis en gel de agarosa al 3%, se digirieron los productos de PCR
utilizando la enzima Mspl en una incubadora a 37°C por 24 h. Para verificar
el resultado final de la digestion de los productos de PCR se corrié una
electroforesis en geles de agarosa al 3.5%. Se generaron imagenes digitales
utilizando el equipo de fotografia antes mencionado para observar los
resultados finales. Finalmente las imagenes obtenidas se documentaron en

un equipo de computo por medio del paquete Digi-Doc.

5.2.2 EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Para la extraccion del ADN gendmico se utilizd el kit DNAzol-BD de
acuerdo con las instrucciones del fabricante como se explica brevemente a
continuacion.

Para la lisis de las cé€lulas sanguineas, en un tubo eppendorf de 2 ml se
mezclaron 500 pl del compuesto DNAzol y 250 ul de sangre total. Se agité
por inversion y se almacend a temperatura ambiente por 5 min,
posteriormente se agregaron 200 pl de isopropanol al lisado DNAzol-
sangre, se agitd con ayuda de un vortex y se almaceno6 5 min a temperatura
ambiente, se centrifugd a 6000 rpm 6 min, se elimino el sobrenadante y se
agregaron 400 ul de DNAzol-BD a la pastilla de ADN, se agitd en vortex y
se centrifugd a 6000 rpm 5 min. Se elimind ¢l sobrenadante, se lavé el
ADN mezclandolo con 500 ul de etanol al 75% y se centrifugd a 6000 rpm

por 5 min.
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Se elimind el etanol y la pastilla de ADN se disolvié en 50 pl de agua
ultra- pura estéril; por ultimo la solucion de ADN se almacend a -20 °C

hasta su uso.
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5.2.3 AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DE LA REGION QUE
CONTIENE LA MUTACION Q223R EN EL EXON 4
POR MEDIO DE PCR

El fragmento que contiene la mutacion correspondiente al polimorfismo
Q223R se encuentra en la region del exén 4 del gen LEPR. Para la
amplificacién de este fragmento se utilizé la técnica de PCR con las

condiciones descritas a continuacion.

Se usaron los oligonucleotidos descritos por Silver y col. (1997) cuyas
secuencias son:

Sentido: 5S"CTTCTCTGAAGTAAGATGATTTGTC 3°

Antisentido: 5" AATTATCTTTGGTTTTCCCACTCCT 3°

Cada una de las reacciones de PCR se realizé en un volumen final de 50 ul
de una mezcla de reaccién que contenia agua ultra pura, cloruro de
magnesio, buffer, oligonucleotidos, dNTP's, Taq DNA-polimerasa y ADN
genémico humano como templado, en las cantidades que se mencionan en
la tabla 2. La mezcla se pasd a un termociclador en el cual se someti6é a 35
ciclos de reaccion bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a
94°C/30 s, apareamiento a 62°C/30 s, elongacion de cadena 72°C/30 s y un
ciclo final de extension a 72°C durante 10 min. Posteriormente se mantuvo
a temperatura constante de 4°C y finalmente se almaceno a -20°C hasta su

analisis.
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Tabla 2

Polimorfismo O223R del gen LEPR

Composicion de la reaccion de PCR sobre ADN genomico humano

Reactivo Concentracion Cantidad (u)
Agua ultra pura 29.8
MgCl2 50 Mm 2
Buffer 10X 5
Primer 1 10 pm/pl 2
Primer 2 10 pm/pl 2
DNTP’s 2.5 mM 5
Taq polimerasa 5 U/ul 0.2
Muestra de ADN 2-10 ng/pl 4
Volumen Final o 50

5.2.4 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Q223R

Para el analisis del polimorfismo Q223R se utilizo la técnica de

Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricciéon (RFLP). Los

productos de ADN amplificados por PCR fueron digeridos sometiéndolos a

la accion de la enzima Mspl (20 U/ul), cuyo sitio de corte es C'CGG. Para

cada una de las reacciones de digestién se preparé una mezcla de reaccion

con agua ultrapura, buffer, enzima y ADN amplificado por PCR, en las

cantidades que se mencionan en la tabla 2. Las mezclas de digestion se

incubaron por 24 h a una temperatura de 37°C y posteriormente se

guardaron a -20°C hasta su analisis por electroforesis.
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Tabla 3

Componentes de la reaccion de digestion
del producto amplificado por PCR

Reactivo Cantidad (ul)
Agua ultra pura 2
Buffer (10X) 1
Enzima Mspl (20U/ul) 1
DNA producto de PCR 6
Volumen Final 10

5.2.5 ELECTROFORESIS

El ADN, los productos amplificados por PCR y los productos de la
digestion se visualizaron en geles de agarosa al 1, 3 y 3.5%

respectivamente.

La electroforesis se realizo bajo las siguientes condiciones: se utilizé TAE
al 1% como buffer de corrida, se aplicé un voltaje de 100 V durante 20 min
para el ADN, 30 min para los productos de PCR y 40 min para los
productos de las digestiones (Sambrook et al., 1989).

Para la electroforesis en cada gel de agarosa se usé el marcador hyper
ladder IV (BIOLINE) como referencia del tamafio de los fragmentos, asi
como controles negativos y positivos para la PCR y la digestion. Los geles

se tifieron 5 min con una solucién de bromuro de etidio (Ethidium Bromide
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Solution; BIO-RAD) y se lavaron 2 veces con agua destilada. Las bandas se

observaron con ayuda de un transiluminador equipado con luz UV.

5.2.6 ESTADISTICA

Las frecuencias de los genotipos encontrados en los nifios con y sin
obesidad, se compararon utilizando la prueba Ji cuadrada. (Wayne D,
2002).
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VI. RESULTADOS

6.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION

Se estudiaron 76 nifios de los cuales 29 nifios no presentaban obesidad y 47
si presentaban esta enfermedad. La poblacién femenina de esta
investigacion, fue de 14 nifias sin obesidad y 20 con esta enfermedad, con
lo que respecta a la poblaciéon masculina se diagnosticd a 16 nifios sin

obesidad y a 26 con esa enfermedad.

6.2 ESTANDARIZACION DE TECNICAS MOLECULARES

6.2.1 ESTANDARIZACION DE LA REACCION DE PCR

Una vez extraido el ADN de las muestras de sangre proporcionadas se
realizo la amplificacion del fragmento de 368 pb mediante la técnica de
PCR. Durante el proceso de estandarizacion se probaron diferentes
temperaturas de alineamiento. Con una temperatura de 62°C se obtuvieron
los productos amplificados de 368 pb conforme a lo esperado no
observandose bandas inespecificas de amplificacion, por lo que se decidi6
usar esta temperatura de alineamiento (62°C). En la figura 6 se muestran las
bandas de ADN del producto amplificado, que fueron tefiidas con bromuro

de etidio.
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M1V Producto de PCR
pb 1 2 3 4 . 5 6

500
400

300
200

100

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de productos amplificados por PCR
usando como templado el ADN obtenido de las muestras de sangre. Carril 1: marcador

de pares de bases (pb), carril 2 al 6: productos amplificados de muestras de ADN
aislados de nifios con y sin obesidad.

6.2.2 DIGESTION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO POR PCR

Los productos amplificados se sometieron a una digestion enzimatica con la
endonucleasa de restriccion Mspl. Se probaron diferentes tiempos de
digestion a 37°C (12, 16 y 24 h). En las digestiones realizadas durante 24 h.
se observo la digestion total de las muestras mientras que a 12 y 16 h aun se
observaron productos de PCR sin digerir. Se decidié usar un tiempo de 24 h

para las digestiones.
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6.3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Q223R DEL GEN LEPR

El analisis de los productos de la digestidn permiti6 identificar la presencia
de 3 genotipos que corresponden al genotipo A/A que es €l homocigoto sin
mutacion ya que al carecer de sitio de restriccion, se mantiene ¢l fragmento
sin digerirse. El genotipo G/G corresponde al homocigoto que tiene los dos
alelos con sitios de digestion. El genotipo A/G es el heterocigoto que

contiene un alelo con mutacién y otro normal.

Si de la digestion se obtiene un fragmento de 368 pares de bases (pb), esto
indica que el producto de PCR no se digirié y corresponde al genotipo
homocigoto A/A. Si la digestion de este segmento por la enzima Mspl
resulta en 2 fragmentos, uno de 245 y otro de 123 pb, a la muestra
corresponde al homocigoto G/G y por ultimo, cuando estd presente el
genotipo heterocigoto A/G, como producto de la digestion se obtienen 3
bandas, una de 368 pb (alelo sin digerir) y 2 mas de 245 y 123 pb (alelo
digerido).
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En la figura 7 se muestra una electroforesis de los RFLP’s con los 3

genotipos posibles.

GENOTIPO

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 3.5% de las digestiones de los productos de
PCR con Mspl. Carril 1 marcador de pares de bases {pb). Carril 2 genotipo homocigoto
sin mutacion, carril 3 genotipo heterocigoto con un alelo con mutacion y en el carril 4
genotipo homocigoto con los dos alelos mutados.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

A continuacidn se muestran graficados los resultados obtenidos de los
diferentes alelos y genotipos.

En la figura 8 se muestra la frecuencia en porcentaje de los alelos A y G
que se encontraron en la poblacion estudiada. Se encontré una mayor
frecuencia del alelo A que del alelo G, con un porcentaje del 55.96% vy

44.04%, respectivamente.

g

§' Malelo G

E ~ |Malelo A |
n=76

Figura 8. Porcentaje de distribucion de los alelos A (glutamina) y G (arginina) del
polimorfismo Q223R del gel del receptor de leptina en nifios de 6 — 12 afios en
Monterrey, N. L. y su area metropolitana.
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En relacion a la distribucién de los diferentes genotipos se observo una
mayor prevalencia del genotipo A/G heterocigoto con un 43.42%, siendo en
esta poblacion de nifios de Monterrey Nuevo Ledn el genotipo més comun;

con un 36.84% se encontro el genotipo A/A y con un 19.74% el genotipo
G/G (figura. 9).

Figura 9. Distribucién de los diferentes genotipos del polimorfismo Q223R del gen del

receptor de leptina en nifios de 6 a 12 afios de edad en Monterrey N. L. y su édrea
metropolitana.
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La comparacion entre los alelos de los nifios con obesidad y sin obesidad
muestra que en los dos grupos hay una mayor prevalencia del alelo A
(Fig.10). Los nifios con obesidad tienen un 55.07% y los nifios sin obesidad
tienen un 58.06%. Con valores inferiores a los del alelo A se encontré los
valores porcentuales para el alelo G con un 44.93% en nifios con obesidad y
41.94% en nifios sin obesidad. Al realizar el analisis estadistico, no se
encuentran diferencias significativas entre las distribuciones analizadas

(p>0.05).

Figura 10. Comparacion de la distribucién de alelos del polimorfismo Q223R del gen
del receptor de leptina en nifios de 6 a 12 afios de Monterrey N, L. y su area
metropolitana p>0.05.
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Realizando una comparacion de los genotipos de nifios con obesidad y sin
obesidad, se observo que el genotipo A/G fue el de mayor prevalencia en
los dos grupos. En nifios con obesidad fue de 40.82% y sin obesidad fue de
48.20%; siguiendo el genotipo A/A con porcentajes muy parecido en los
dos grupos. El genotipo con menor prevalencia fue el G/G. Al hacer el
analisis estadistico se observd que no hay diferencia en la distribucion de

los genotipos entre ambos grupos (p > 0.05).

Figura 11. Comparacidn de la distribucién de genotipos del polimorfismo Q223R del
gen del receptor de leptina en nifios con obesidad y sin obesidad de 6 a 12 afios en
Monterrey N. L. y su area metropolitana.
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VII.- DISCUSION

La obesidad se debe al efecto combinado de genes, ambiente y estilo de
vida. El descubrimiento de la leptina y su receptor han propiciado un gran
avance en la comprension de los mecanismos que regulan la ingesta
dietética y el gasto energético. Numerosas investigaciones han tratado de
asociar algunos polimorfismos del gen que codifica para la leptina con
variables relacionadas a obesidad, siendo el polimorfismo Q223R del gen
LEPR el que ha mostrado asociacién con €l IMC y con la masa grasa.
Debido a que los estudios epidemiologicos indican que en Nuevo Leén la
obesidad infantil ha aumentado, resulta importante determinar si hay alguna
relacion entre los genes y la presencia de obesidad en nuestra poblacion.
Por lo anterior, en este trabajo se analizd la asociaciéon que hay entre el
polimorfismo Q223R del receptor de leptina y la presencia de obesidad en
un grupo de nifios entre 6 y 12 afios de edad de 1a ciudad de Monterrey, N.

L. y su area metropolitana.

Las técnicas de biologia molecular utilizadas en este estudio fueron la
reaccion en cadena de la polimerasa y analisis de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). La estandarizacion
de la técnica de PCR fue realizada utilizando las condiciones descritas por
Silver y col. (1997). Cabe indicar que se probaron varias temperaturas de
apareamiento a 62°C, se obtuvieron los mejores resultados, se observaron
productos amplificados bien definidos y no se encontraron bandas de

amplificacion inespecificas. Para el andlisis de RFLP se utilizaron las
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condiciones descritas por Wauters y col. (2001), los productos de PCR se
digirieron con 5 unidades de Mspl durante 24 h a 37°C. De esta manera se
obtuvieron los productos de digestién utilizados para identificar los

genotipos estudiados.

En la tabla 4 se muestra la distribucion de las frecuencias de alelos y
genotipos encontrados en este estudio y se compara con las reportadas
previamente. La frecuencia de alelos encontrada en la muestra total
analizada, correspondio a un 44% del alelo G contra un 56% del alelo A
que son semejantes a las reportadas para poblaciones de australianos,
griegos, belgas, britdnicos y sujetos de raza blanca, pero contrasta con los

resultados para japoneses y sujetos de raza negra.

Por otra parte, en este trabajo, al analizar la distribucidn de las frecuencias
de los diferentes genotipos se encontrd que el genotipo heterocigoto A/G es
el de mayor frecuencia (43%), seguido por el homocigoto A/A (37%), y por
ultimo el de menor frecuencia (20%), fue el homocigoto G/G. Como se
muestras en la tabla 4, estos resultados coinciden con los descritos para
poblaciones de individuos australianos, griegos, belgas, britanicos y sujetos
de raza blanca, pero contrasta con los descritos para japoneses y sujetos de

raza negra.

Estos resultados parecen confirmar que la poblacién estudiada tiene una
gran semejanza genética con poblaciones europeas y americanas.
Probablemente el contraste encontrado con la poblacidn de japoneses y

sujetos de raza negra
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se deba a que son poblaciones genéticamente diferentes (Yiannakouris et al,
2001), por lo que las frecuencias alélicas y genotipicas varian
significativamente entre diferentes razas. Ademas, cabe la posibilidad de
que la diferencia de las distribuciones genotipicas entre las razas impliquen

un efecto fisiologico del polimorfismo Q223R.
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Tabla 4. Frecuencia (%) de los alelos y genotipos del polimorfismo

Q223R del gen LEPR descrito para diversas poblaciones

Alelos Genotipos
Poblacion Gln | Arg | Q223 |Q223R| R223
(n) A G |way| we |ce Referencia
Takahashi-
Japoneses
(n=201) 14 86 4 19 77 Yasuno et
n:
al., 2003
A y De Silva et
ust_ra 1anos 58 42 32 52 16
(n=335) al., 2001
) Yiannakouris
Griegos 68 32 44 47 9
(n=118) etal., 2001
Belgas
2 52 | 48 | 27 | s0 | 23 | Wauers e
(n=280) al., 2001
Britanicos
56 | 44 | 20 | s5 | 16 | Cotoda el
(n=322) al., 1997
Sujetos de raza
negra 49 | 51 | 23 | 51 | 26 |Chasnom e
(n=77) al., 2000
Sujetos de raza
blanca Chagnon, et
(n=190) 54 46 32 45 23 al.. 2000
Nifios de Presente
Monterrey N. 56 44 7 43 20
| estudio
(n=76)
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En la tabla 5 se presenta una relacién de los estudios que analizan la
asociacion entre el polimorfismo Q223R del gen LEPR con la presencia de
obesidad; se compararon los resultados obtenidos en sujetos con obesidad y

sin obesidad.

En €l presente estudio se encontré un 55% de sujetos homocigotos para el
alelo A entre los sujetos con obesidad, resultados que son semejante a los

publicados por Gotoda y col. (1997) y Yiannakouris y col. (2001).

En este estudio no se encontré una diferencia significativa al comparar la
distribucidn de las frecuencias de los genotipos entre sujetos obesos y no
obesos, siendo la distribucion de las frecuencias muy semejantes a las
observadas en el estudio de Gotoda y col. mientras que los resultados
reportados por Yiannakouris y col. difieren, observando frecuencias mas

altas en ambos grupos.
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Con los resultados encontrados en este trabajo es dificil explicar la
presencia de obesidad en nuestra muestra de estudio como resultado de la
mutacion Q223R del gen LEPR. Sin embargo, no se descarta la posibilidad
de que algunas otras mutaciones del gen LEPR sean la causa de formas

familiares raras de obesidad hereditaria.

Un polimorfismo causa un cambio en la secuencia del ADN, y este cambio
puede ser conservativo o no conservativo. Al estudiar los diferentes
polimorfismos del gen LEPR, se encontré que para ciertos polimorfismos el
cambio es conservativo, lo cual no afecta en la funcionalidad de 1a proteina
(Gotoda et al.,, 1997). También se vieron mutaciones silenciosas las cuales
tampoco afectan en la composicion y secuencia alélica del gen, por lo tanto
estas mutaciones no fueron estudiadas debido a que son cambios no
significativos y minimos. Pero en el caso del polimorfismo Q223R del gen
LEPR se observé un cambio no conservativo el cual si afecta en la
expresion del gen, al cambiar el aminoacido glutamina por arginina que
puede dar lugar a alteraciones funcionales. Por lo tanto se ha propuesto que
este polimorfismo puede jugar un papel importante en la patogénesis de la
obesidad, debido a que este unico cambio de aminoacido, con el cambio de
carga de neutra a positiva, pudiera afectar la funcionalidad del receptor y
alterar su capacidad de sefal, similar a lo que se ha observado en la
mutacion fa en las ratas obesas Zucker (Gotoda et al, 1997). En éstas, la
mutacion en fa genera una resistencia a la leptina lo que lleva al fenotipo
observado de obesidad. Pero en los humano esta mutacién no se ha
detectado. De cualquier forma, la similitud del polimorfismo Q223R con la

mutacion Q269P, que causa obesidad en el modelo de la rata Zucker, deja
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abierta la posibilidad de que el polimorfismo Q223R puede generar

cambios que predisponen un estado de resistencia a la leptina.

Existen publicaciones que reportan la relacion entre el polimorfismo
Q223R y la obesidad como es ¢l caso de Chagnon y col. (1999), hallando
asociaciones significativas entre el polimorfismo Q223R del gen LEPR y la

masa grasa, ademds de asociaciones débiles con las otras variables.

En otro estudio realizado con un grupo de sujetos de raza blanca y uno de
raza negra, Chagnon y col. (2000) estudiaron las variables de adiposidad y
composicion corporal, asociandolas con 3 polimorfismos del gen LEPR,
encontrando una distribucion diferente de las frecuencias entre las 2 razas y
el polimorfismo KI109R, pero si observaron una fuerte asociacién entre

estas variables y el polimorfismo Q223R en los sujetos de raza blanca.

Por ultimo Stefan y col. (2002) realizaron una investigacion con indios
pima en el cual reportaron que el polimorfismo Q223R del gen LEPR
influye significativamente en el gasto energético, niveles de actividad fisica

y tamafio del adiposito subcutaneo.

A pesar de todo esto, en nuestro estudio no se encontré asociacion entre el
polimorfismo Q223R del gen LEPR con la obesidad. Considerando que un
solb gen contribuye en menor grado a una variacion fenotipica y la
combinaciéon de muchos genes es muy probable que contribuyan o
predispongan a la obesidad y considerando que la obesidad humana es

poligénica, los resultados de este estudio no deben ser sorprendentes.

49



Polimorfismo O223R del gen LEPR

No hay que olvidar los trabajos previos que al igual que el en nuestro no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de sujetos con
obesidad y sin obesidad, como es en el caso del trabajo propuesto por
Gotoda y col. (1997), en el cual se estudiaron 5 polimorfismos del gen
receptor de leptina en una poblacidon de ingleses y no hallaron diferencias
significativas entre ambos grupos, por lo que concluyen que las mutaciones
no son causa de obesidad en individuos europeos. Por ultimo en el estudio
realizado por Silver y col (1999), en sujetos de Norteamérica, tampoco
encontraron asociacion entre los polimorfismos Q223R y K656N con

variables relacionadas con obesidad.

La ventaja de este estudio cuando se compara con otros estudios genéticos
es que se muestrearon solamente nifios de 6-12 aiios, lo que limita el efecto
de determinantes no genéticos de la obesidad tales como el estilo de vida.
Aunque no se exploraron asociaciones entre variables como en otros
estudios, cabe indicar que se ajustd la poblaciéon en base a IMC, para el

analisis estadistico.

Con nuevos estudios se podra ampliar el conocimiento en relacion a los
genes asociados a la obesidad y estudios posteriores seran utiles para
asociar mutaciones de genes con caracteristicas bioquimicas y
antropométricas que permitan mayores conocimientos acerca de la obesidad

infantil en Nuevo Leodn.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Se implement6 en el laboratorio la metodologia para realizar el
analisis del polimorfismo Q223R del gen que codifica para el

receptor de leptina.
2. Se formo un banco de ADN de personas con y sin obesidad que sera
util para analizar otros marcadores genéticos y relacionarlos con

obesidad.

3. A cada muestra del banco de ADN se le determind el genotipo del
polimorfismo Q223R.

4. El polimorfismo Q223R no se asocia con el fenotipo de obesidad en

la poblacidn estudiada.
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