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RESUMEN

La obesidad es el producto de un balance energético positivo, ya sea por medio de un

elevado aporte energético o por una reducción del gasto de energía mantenido a lo largo del

tiempo y que se caracteriza por la acumulación excesiva de grasa corporal en el tejido

adiposo que compromete la salud del individuo. La prevalencia de la obesidad está

aumentando rápidamente en los países desarrollados, y mientras los países en vías de

desarrollo, como México, sigan adoptando un estilo de vida semejante a los países

industrializados, entonces la obesidad se va a convertir en una pandemia global. En México

se tiene una pervalencia del 30 % de la población en adultos mayores de 20 años, siendo

México el país que ocupa el segundo lugar en obesos a nivel mundial. Se han realizado

varios estudios epidemiológicos donde se ha demostrado la participación genética importante

en el desarrollo de esta patología. Gracias a los estudios de epidemiología genética, se tiene

la clasificación genética en obesidad monogénica, que es muy rara y se presenta durante la

niñez; la obesidad sindromática, donde la obesidad es una manifestación clínica de algún

síndrome mendeliano y por último se tiene la obesidad multifactorial que es la más común, la

cual se caracteriza por la participación de múltiples genes de susceptibilidad cuya expresión

está influenciada por los factores ambientales. La obesidad multifactorial es el resultado de la

interacción del ambiente que influye en la expresión de los genes que codifican las proteínas

involucradas en las vías del control de la homeostasis de la energía. Existen variaciones en

el DNA en las regiones codificadoras y reguladoras en estos genes los cuales se han visto

asociadas a la susceptibilidad a padecer obesidad. Tanto en la obesidad monogénica como

recientemente en la multifactorial, se han visto involucrados los genes que codifican para las

proteínas de la vía de la leptina/melanocortina. Este hecho coloca a la vía de la leptina como

las principal en el control del peso corporal y una de las primeras y mejor descritas en la

regulación de la ingesta calórica. En este estudio, se analizaron los polimorfismos de un solo
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nucleótido (SNPs) de los genes que codifican para la leptina, receptor de leptina y

proopiomelanocortina en una muestra de pacientes mexicanos con obesidad. Ya en estudios

previos en distintas poblaciones se han encontrado SNPs de susceptibilidad asociados a

desarrollar obesidad. Los SNPs analizados en este estudio fueron: -4118 A/G, -3233 C/A, -

2548 G/A y 19 A/G del gen LEP. Nuestros resultados sugieren que de estos cuatro SNPs del

gen de LEP, no tienen relevancia en la susceptibilidad a desarrollar obesidad en la población

mexicana. Tampoco se mostró relevancia en la susceptibilidad a desarrollar obesidad cuando

son parte de haplotipos. En estudios previos, estos SNPs se asociaron como parte de

haplotipos a susceptibilidad a padecer obesidad específicamente en hombres. Del gen del

receptor de leptina (LEPR), los SNPs analizados fueron: K109R A/G, K656N T/C, y P1019P

T/C, de los cuales en este estudio no se encontró relevancia en la susceptibilidad a

desarrollar obesidad. Sólo cuando se compararon los genotipos A/A vs A/G del SNP K109R

del gen LEPR se presentó una diferencia estadísticamente significativa [OR=1.647 95% IC

(1.089-2.492) Q 2=5.63 p=0.01764]. Esta diferencia posiblemente está dada por que los

controles no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se tendrá que comprobar la

genotipificación por secuenciación o descartar que este resultado se derive de la

estratificación de los controles por ser dirigidamente seleccionados por su bajo IMC. En el

análisis de estos SNPs cuando son parte de haplotipos, no se observó asociación para la

susceptibilidad a desarrollar obesidad. De los tres marcadores, sólo el haplotipo ACT mostró

una diferencia estadísticamente significativa (p=0.0275) y similar a los reportado en otros

estudios, este se asoció a un IMC menor de 25 Kg/m2. Este haplotipo fue el menos frecuente

del gen LEPR. Del gen de la prohormona, proopiomelanocortina los SNPs que se analizaron

fueron dos, el 3755 C/T y el 7069 A/G localizados en la región 3’ UTR del gen POMC. Estos

SNPs en un estudio previo en población México-Americana ya habían presentado asociación

a la susceptibilidad a padecer obesidad tanto como SNPs individuales como formando parte
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de haplotipos. En nuestro análisis, el SNPs 3755 C/T de la región 3’ UTR, mostró una

asociación estadísticamente significativa a obesidad [OR = 0.632; 95 % IC (0.418-0.955)

□ 2=4.80, P=0.02841] confiriendo protección en nuestra población. El SNP 7069 A/G 3 '  UTR

del gen de la proopiomelanocortina no mostró relevancia en la susceptibilidad a padecer

obesidad en la población mexicana. En este SNP cuando se encuentra formando parte de

haplotipos, mostró asociación a la distribución de grasa visceral y subcutánea en población

México-Americana. En el análisis de estos SNPs cuando son parte de haplotipos, no se

observó relevancia en la susceptibilidad a desarrollar obesidad. Sólo el haplotipo AA de los

dos marcadores, mostró una diferencia estadísticamente significativa (p=0.0303) pero se

puede considerar de protección por tener una mayor frecuencia en los controles que en los

casos. Este haplotipo fue el menos frecuente del gen de POMC.
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Introducción

La obesidad es el resultado de un balance energético positivo mantenido a lo largo del

tiempo que se caracteriza por la acumulación excesiva de grasa corporal en el tejido adiposo

que compromete la salud del individuo (O’Brien P, Dixon J., 2002). Actualmente la obesidad

se ha convertido en un serio problema de salud pública a nivel mundial debido a su elevada

prevalencia (> de 25 %), su alarmante incremento en niños (Troyano & Flegal, 1998;

Flodmark et al. 2004), su estrecha vinculación con las principales causas de morbimortalidad

y sus consecuencias psicológicas y sociales. En los últimos años, el interés por la obesidad

ha incrementado de manera importante debido a que es un factor de riesgo para

enfermedades comunes como ateroesclerosis, alteraciones metabólicas como resistencia a

la insulina, diabetes mellitus, alteraciones de los lípidos, hipertensión arterial, padecimientos

oncológicos como cáncer de colon, mama, ovario y próstata, así como trastornos

gastrointestinales (Calle y col., 1999).

El marcado incremento en la prevalencia de la obesidad en los Estados Unidos

durante los últimos 20 años, está bien documentado en los reportes del Sistema de Vigilancia

de Factores de Riesgo del Comportamiento (Behavioral Risk Factor Surveillance System)

llevado a cabo anualmente en los estados unidos por los centros para el control y prevención

de enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention;

http://www.cdc.qov/nccdphp/dnpa/obesity/trend/).

En el 2004, Hedley y cois, reportaron los datos colectados en el periodo de 1999-2002

donde estiman que el 30.4 % de la población adulta estadounidense tiene un índice Masa

Corporal mayor de 30 Kg. /m2, considerándose clínicamente obeso (Hedley et al. 2004). Por

otro lado, en los países en vías de desarrollo, la prevalencia de la obesidad va aumentando

dramáticamente; por ello la obesidad se considera como una pandemia global (Christopher

G. Bell, et al. 2005). En Europa y otros países se estima que la prevalencia de la obesidad
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es de 15-20 % (Wilborn C. et. al. 2005), siendo esta más elevada en mujeres que en

hombres (26 % vs 31 %,). En niños se calcula una prevalencia hasta del 22 % (Wilborn C. et.

al. 2005). Existen variaciones importantes en la prevalencia de la obesidad entre los

diferentes países (Kopelman 2000). La prevalencia de la obesidad es alta toda América,

especialmente en los Estados Unidos, Argentina, Chile, Paraguay y México, así como en

muchos países europeos occidentales (Kopelman 2000; James et al. 2001; James 2004).

Existen ciertas islas del Pacífico tales como Samoa, Nauru, Tonga, las islas Cook y de la

Polinesia Francesa, donde la obesidad es muy común con una prevalencia hasta del 75 %

(Bjorntorp 1997).

Prevalencia de la Obesidad en México

En México el sobrepeso y la obesidad son problemas que afectan cerca de 70 % de la

población (mujeres: 71.9%, hombres: 66.7%) entre los 30 y 60 años (ENSA 2006). En 1993,

la Encuesta Nacional de Enfermedades Crónicas (ENEC 1993) mostró que la prevalencia de

la obesidad en adultos era de 21.5%, mientras que en el año 2000, la Encuesta Nacional de

Salud (ENSA 2000) se reportó una prevalencia de 24 %. Recientemente la Encuesta

Nacional de Salud y Nutrición 2006 , 24.2%), se encontró que alrededor de 30 % de la

población mayor de 20 años padece de obesidad (ENSANUT 2006; mujeres: 34.5 %;

hombres: 24.2%; Figura 1).

En esta misma encuesta, se propuso conocer el estado nutricio en toda la Republica

Mexicana, es decir, establecer la prevalencia de desnutrición, sobrepeso y obesidad en

preescolares, escolares, adolescentes y adultos. Mediante índices antropométricos

construidos con base en las mediciones de peso, talla y edad.

En el caso de preescolares y escolares, los indicadores utilizados fueron el peso esperado

para la edad, la talla esperada para la edad y el peso esperado para la talla en individuos
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad, según grupo de edad y sexo México, ENSANUT 2006.
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Mexicanos. La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado utilizar como

referencia internacional una población de niños sanos y bien alimentados de Estados Unidos

[OMS/NCHS (Nacional Center for Health Statistics)/CDC (Centers for Disease Control)] para

construir los indicadores antropométricos, sin embargo, con base en las variaciones

existentes entre los diferentes grupos raciales, cada población debe de establecer sus

propios parámetros.

En adolescentes, el estado nutricio de la población de 12 a 19 años de edad se evaluó

calculando el IMC mediante la distribución y puntos de corte propuestos por el Internacional

Obesity Task Forcé (IOTF; Colé T 2000), ajustado para la población mexicana. ENSANUT

2006. En adultos la evaluación del estado nutricio de la población mayor de 20 años de edad

se realizó mediante dos indicadores; el IMC, y la circunferencia de cintura. Para la

circunferencia de cintura se utilizaron dos clasificaciones: a) la propuesta por un panel de

expertos convocados por los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (ATPIII), la

cual establece que una circunferencia como punto de corte >102 cm., en hombres y >88 cm.

en mujeres, es indicador de riesgo de síndrome metabólico. En la actualidad este indicador

es considerado también por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS); y b) la propuesta

por la Secretaría de Salud (SSA), cuyo índice de circunferencia abdominal es >80 cm. en

mujeres y >90 cm. en hombres.

Los resultados del ENSA 2006 muestra la comparación de los datos obtenidos en

1999 y el 2006 con respecto a la prevalencia de sobrepeso (puntaje z de peso para la talla

>2) en niños menores de cinco años (figura 2), tanto en el ámbito nacional, como por las

diferentes regiones del país, mostrando que en el periodo de 1999 a 2006, a nivel nacional

hubo un pequeño decremento de 0.2 de puntaje de peso en la prevalencia de sobrepeso en

niños menores de cinco años.
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Figura 2. Prevalencia de sobrepeso (ZPT>2) en niños menores de cinco años, por región en 1999 y 2006. México.
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Por otra parte, la prevalencia nacional combinada de sobrepeso y obesidad en niños

de 5 a 11 años de edad, utilizando los criterios de la IOTF, fue de alrededor de 26% (26.8%

en niñas y 25.9% en niños; figura 3). La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en

1999, bajo el mismo criterio, fue de 18.6% (20.2% en niñas y 17% en niños). Entre 1999 y

2006, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en los sexos combinados aumentó

un tercio, aunque el mayor incremento estuvo a expensas de la obesidad y se observo en el

sexo masculino.

En la encuesta del 2006, uno de cada tres hombres o mujeres adolescentes tiene

sobrepeso u obesidad. La comparación de los datos obtenidos en los años 1999 y 2000 en

las mujeres de 12 a 19 años, mostró un incremento del 7.8 % (de 21.6 % a 23.3%) en la

prevalencia de sobre peso y un 33.3 % (de 6.9% a 9.2%) en la prevalencia de la obesidad

(figura 4).

Y por último, según la ENSANUT 2006, la prevalencia de sobrepeso en adultos fue

más alta en hombres (42.5%) que en mujeres (37.4%, 5 puntaje de peso mayor); en cambio,

la prevalencia de la obesidad fue mayor en mujeres (34.5%) que en hombres (24.2%, 10

puntaje de p mayor). De manera relevante la prevalencia de sobrepeso y de obesidad llega al

71.9% en las mujeres mayores de 20 años de edad (alrededor de 24 910 507 mujeres en

todo el país) y a 66.7% en los hombres (representativos de 16 231 820 hombres).

Por otra parte, el que 83.6% de las mujeres presentaron una circunferencia de cintura

de >80 cm, mientras que en los hombres el porcentaje con cintura de >90 cm. fue de 63.8 %,

lo cual quiere decir que este alto porcentaje de la población mexicana se encuentra en un

alto riesgo de desarrollar síndrome metabólico o cualquiera de las comorbilidades de la

obesidad.
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Figura  3 .  Comparativo de la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en población de 5 a 11 años de edad
de la ENN 1999 y ENSANUT 2006, por sexo, de acuerdo con los criterios propuestos por el Internacional Obesity Task
Forcé (IOTF). México
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Figura 4. Comparación de la prevalencia de sobrepeso y obesidad entre 1999 y 2006 en mujeres de 12 a 19 años
de edad de acuerdo con los criterios propuestos por el IOTF. México.
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Tabla 1

Mascuhno

Edad
en anos

Adecuada 00  cm) Excesiva (>90 cm)
Muestra
numero

Numero
(miles)

Expansión Muestra
numero

Numero
(miles)

Expansión
ICW. % ic«%

20  a 29 I323 2843.9 59.0 (55.9,62.0) 1 óc l 1 977.4 41.0 (38.0,44.1)
30  a 39 1 226 2036.9 38.2 (35.2, 4I.2) 2047 3 330.5 61.8 (58.8,64.7)
40  a 49 759 I 222.6 264 (23.8,29.0) 1 945 3416 .8 73.6 (70.9,76.1)
50  a 59 457 840.4 23.3 (19.8,27.1) 1 314 2 772.6 76.7 (72.8,802)
60  a 69 355 668.6 27.6 (23.8,31.5) 947 1 757.1 72.4 (68.4,76.1)
70  a 79 274 426.3 29.0 (24.4,34.1) 572 1041.9 71.0 (65.8 ,755)
80  o más I73 226.0 422 (35.1,49.5) 221 312.7 57.8 (50.4,64.8)

Total 4 567 8 266.8 362 (34.7,37.6) 8 107 14 579.0 63.8 (62.3,65.2)

Femenino
Adecuada <>80 cm) Excesiva (>80cm)

Edad Muestra Numero Expansión Muestra Numero Expansión
en anos numero (miles) IC95% numero (miles) % IC9S%

20  a 29 I 280 2 446.6 3I.9 (295,34.3) 2 866 5 226.6 68.1 (65.7,70.5)
30  a 39 879 I 472.5 I7.9 (16.2 19.8) 4 746 6759 .6 82.1 (80.2,83.8)
40  a 49 399 698.5 9.9 (8.5,ll .4'i 3 617 6 379.1 90.1 (88.6,915)
50  a 59 I63 3I9.7 7.2 (5.6, 9.2) 2242 4 145.2 92.8 (90.8,94.4)
60  a 69 I39 4 77 (6.I.9.7) 1 581 2 843.0 92.3 (90.3,93.9)
70  a 79 I08 I64.5 8.7 (6.0, 12.5) 1043 1 718.8 91.3 (875,94.0)
60  o más 64 95.3 I26 (9.1,17.2) 420 665.3 87.4 (82.8,90.9)

Total 3032 5 435.0 I o.4 (15.4,17.4) 16515 27 737.6 83.6 (82.6, 84.6)

Prevalencia de circunferencia de cintura excesiva utilizando los criterios propuestos por la SSA en hombres y mujeres,
por grupos de edad. México, ENSANUT 2006
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El aumento en la prevalencia de obesidad en los últimos siete años en México es alarmante,

ya que ocurre en todos los grupos de edad. Es urgente aplicar estrategias y programas

dirigidos a la prevención y control de la obesidad del niño, el adolescente y el adulto.

Clasificación Clínica de la Obesidad

La obesidad se puede clasificar en tres grupos: la etiológica, la dependiente del índice

de Masa corporal (IMC) y la disposición topográfica de la acumulación de grasa (M. Barbany

y M. Foz 2002).Obesidad etiológica: Origen endocrino:

a. Obesidad ovárica; como se observa en el síndrome de Stein-Leventhal el

cual se caracteriza por oligoamenorrea o amenorrea, hirsutismo y

aumento progresivo de peso. La causa de la alteración endocrina del

ovario es compleja y no del todo conocida y con frecuencia existe

también una prefunción adrenal.

b. Hiperinsulinemia: en diabetes tipo 2 con hipeñnsulinemia o bien diabetes

tipo 2 en pacientes que requieren insulina. Esto es por que la insulina es

una hormona anabolizante que favorece la síntesis de grasa y su

depósito en el tejido adiposo.

c. Hiperfunción Suprarrenal: con aumento de la producción de

glucocorticoides como sucede en la enfermedad o síndrome de Cushing

que conlleva un incremento de peso con una distribución característica

de la grasa en la región faciotroncular del cuerpo.

d. Hipotiroidismo: cursa con incremento de peso. Origen hipotalámico: este

tipo de obesidad ha sido repetidamente demostrado en modelos

animales, pero es poco frecuente en humanos. Se obtiene, en animales

de laboratorio, cuando se lesiona el núcleo ventromedial del hipotálamo.
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Esta lesión provoca hiperfaga y, como consecuencia, obesidad. Se

asocia a traumatismos, tumores, infecciones, cirugía, etc.

2. Origen genético (monogénica y sindromática): está causada por anormalidades

cromosómicas. Son síndromes de rara aparición que cursan con obesidad

(Prader-Willi, Álstrom, Carpenter, Cohén, Bardet-Biedl). Más adelante se dan

mas detalles de la clasificación genética de la obesidad.

3. Por medicamentos: algunos fármacos pueden provocar o aumentar el grado de

obesidad. Algunos son glucocorticoides empleados como inmunosupresores

para tratar enfermedades autoinmunes, en pacientes con órganos

transplantados, como antiinflamatorios en enfermedades reumáticas o como

broncodilatadores en el asma bronquial. Así :

a. La insulina, especialmente cuando es utilizada en el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2.

b. Antidepresivos y en particular la amitriptilina; las fenotiacinas y otros

psico fármacos también pueden favorecer el depósito de grasa en el

tejido adiposo.

c. Los estrógenos (anticonceptivos orales). Se piensa que el aumento de

peso puede ser más debido a una retención hídrica que a un incremento

de tejido adiposo.

d. Las hidracinas, empleadas en el tratamiento de la tuberculosis, son

responsables del aumento de peso que padecen todos los enfermos

poco después de iniciar el tratamiento.
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Obesidad por IMC:

El diagnóstico de la obesidad se establece con base en el índice de masa corporal

(IMC), en el cual se calcula dividiendo el peso de la persona en kilogramos entre su talla

elevada al cuadrado: Kg /m2 El IMC ideal oscila entre 20 y 25, considerándose como

sobrepeso entre 25 y 29.9; obesidad grado I de 30-34.9; obesidad grado II de 35.0 a 39.9 y

obesidad mórbida grado III cuando existe un IMC mayor de 40.0 (WHO, 1995; Kuller y cois.,

1993). En la tabla 2 se muestra la clasificación clínica de la obesidad según el Í.M.C.

propuesta por la Organización Mundial de la Salud.

Tabla 2. Evaluación del peso corporal. (Clasificación de la OMS; 1997).

CLASIFICACIÓN
DEL PESO

ÍNDICE DE MASA
CORPORAL (KgÁ¿)

CLASIFICACIÓN
DEL RIESGO

Bajo peso Menor de 18,5 Bajo
Normal 18,5 - 24,9 Promedio
Sobrepeso 25 - 29,9 Aumentado
Obesidad grado I 30 - 34,9 Moderado
Obesidad grado H 35 - 39,9 Severo
Obesidad grado HE Mayor o igual a 40 Muy severo
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Disposición topográfica de la acumulación de grasa:

La distribución del acumulo de grasa puede tener un predominio superior, -obesidad central o

androide- o inferior -obesidad periférica o ginoide-. En la primera, más propia de los varones,

la grasa se acumula sobre todo en la cara, región cervical, tronco y región supraumbilical, y

también aumenta de modo notable la grasa abdominal profunda (obesidad visceral). Este tipo

de acumulación grasa es el que está ligado a las complicaciones metabólicas y

cardiocirculatorias vinculadas a la resistencia insulínica y que da lugar al síndrome

plurimetabólico. Por otra parte, en la obesidad periférica o ginoide, más propia de las

mujeres, la grasa se acumula en la parte inferior del cuerpo: región infraumbilical del

abdomen, caderas, región glútea y muslos.

Desde el punto de vista antropométrico, esta valoración suele hacerse mediante la medición

del cociente cintura/cadera (C/C). Valores superiores al porcentil 90 de este cociente en la

población estudiada representa un riesgo importante para la salud. Aunque en la actualidad,

existe una tendencia a utilizar sólo la circunferencia de la cintura, valor más importante que el

de la cadera, para valorar el riesgo de la acumulación central de la grasa. (M. Barbany, M.

Foz, 2002).

Además de la circunferencia de cintura, circunferencia de cadera o la proporción

cintura/cadera, se pueden emplear otras medidas antropométricas para estimar la

adiposidad, como el análisis de bioimpedancia, medición de peso bajo el agua,

absortiometría de rayos X de energía dual, mediciones del grosor de los pliegues de la piel, y

métodos de imagen, tales como tomografía computarizada e imágenes de resonancia

magnética. Dado que estas técnicas son más laboriosas y caras, no son muy utilizadas en la

rutina clínica. La más útil y práctica es la estimación del IMC, por lo que es la más utilizada

en la práctica medica. Así, además de que el IMC se correlaciona con varios factores de
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riesgo relacionados con la obesidad (Willett et al. 1999; Steinberger et al. 2005), este es el

método más confiable para establecer el diagnostico de la obesidad, aunque recientemente

se ha sugerido que la circunferencia de cintura es el mejor predictor del riesgo a padecer

enfermedades relacionadas con la obesidad (Janssen et al. 2004).

Genética de la obesidad:

Monogénica: Rara, se manifiesta durante la niñez y se caracteriza por fenotipos muy

graves.

Obesidad Sindromática: Manifestación clínica de algún síndrome mendeliano.

Obesidad Multifactorial: Múltiples genes de susceptibilidad cuya expresión está

influenciada por factores ambientales.

Bases Fisiológicas de la obesidad.

La obesidad es causada por perturbaciones en el balance en la ingesta de alimentos y

el gasto de energía, el cual es regulado por un complejo sistema fisiológico que requiere la

integración de varias señales periféricas y una coordinación central en el cerebro.

La hipótesis de la existencia de un circuito de retroalimentación endocrina, que incluye

factores que circulan en proporción al contenido de grasa corporal y actúan en el cerebro

para regular la ingesta calórica, fue confirmada por el descubrimiento de la hormona leptina

en 1994 (Zhang et al. 1994). Esta hormona está codificada en el gen LEP, se sintetiza

principalmente en los adipositos, y forma parte del complejo mecanismo de señales

hormonales que alcanzan el hipotálamo.

29



La leptina secretada por el tejido adiposo, circula en el torrente sanguíneo a niveles que son

proporcionales a la cantidad de grasa corporal (energía) almacenada, y a través de su

receptor (LEPR), ubicado en las neuronas del hipotálamo (Núcleo Arcuato), inhibe la síntesis

del neuropéptido “Y” (NPY) y la proteína relacionada con el agouti (AGPR), que son

sintetizadas exclusivamente por un grupo de neuronas orexigénicas ubicadas en el núcleo

arcuato. Por otro lado, otro grupo de neuronas localizadas adyacentemente a las neuronas

NPY/AGPR, la leptina al unirse a su receptor estimula la síntesis de proopiomelanocortina

(POMC) y el transcrito regulado por la cocaína y anfetamina (CART). La activación del NPY

y AGPR tienen efecto orexigénico, esto es, promueve la ingesta de alimentos e inhibe la

quema de calorías, mientras (POMC) y el transcrito regulado por cocaína y anfetamina

(CART) tiene el efecto opuesto, es decir inhiben la ingesta de alimentos y promueven el

gasto energético (anorexigénico). La proopiomelanocortina es un precursor de varios

neuropéptidos, es activado a través de modificaciones post-traduccionales, principalmente

por las enzimas Proconvertasa-1 (PC-1) y Proconvertasa 2, generándose diferentes tipos de

la hormona estimulante de melanocitos (oc-MSH, 0-MSH y y-MSH), así como los péptidos

adrenocorticotrofina (ACTH), y □-endorfina (Figura 5; Le Pritchard et al. , 2002; Raffin et al.

2003)
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Figura 5. Regulación fisiológica del balance de energía. La activación de las neuronas NPY/AGRP
tienen un efecto orexigénico, promoviendo la toma de alimentos, mientras las neuronas POMC/CART inhiben el gasto
energético y toma de alimentos. POMC es activado a través de sus modificaciones post-traduccionales a la hormona
estimuladora de □-melanocitos (D-MSH). La leptina es secretada del tejido adiposo en cantidades proporcionales a la
cantidad de grasa corporal almacenada, y ejerce sus efectos a través del receptor de leptina (LEPR), inhibiendo las
neuronas NPY/AGRP y estimulando las neuronas POMC/CART. Existen otras señales hormonales como la ghrelina, PYY o
la insulina, que contribuyen a dar un resultado total al balance de energía y peso corporal en los seres humanos (Froguel P.
Nature Reviews Genetics. The Genetics of Human Obesity 2005).
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El neuropéptido ot-MSH se une al receptor 4 de la melonocortina (MC4R) en el núcleo

paraventricular (PVN). Cuando se une la melanocortina o CART en una neurona de segundo

orden del área PVN, estas neuronas ven a producir Hormona Liberadora de Corticotropina

(CRH) y Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH), las cuales reducen la ingesta calórica.

Estas hormonas en el PVN son inhibidas por las señalizaciones generadas por NPY. En

cambio cuando se une NPY y AGRP a las áreas neuronales hipotálamo lateral (AHL) y área

perifornical de segundo orden (PFA), estas van a producir la Hormona Concentradora de

Melanocitos (MCH) y que junto con las orexinas A y B, promueven a promover la ingesta de

alimentos e inhibir la quema de calorías. Cuando la melanocortina o CART se une a estas

áreas hipotalámicas, se inhiben las hormonas MCH y las orexinas A y B (Schwartz M., 2000).

Existen otras hormonas que participan en la composición corporal y regulación del

peso corporal como la insulina, la primera hormona descrita con efectos anorexigénicos

(Schwartz, M., 2000).

La Ghrelina otra proteína producida por el estómago y el duodeno, cuyos niveles
c)

aumentan antes de los alimentos, estimulando la secreción de dos hormonas orexigénicas, el

neuropéptido Y y la AGRP a través del receptor de la hormona de crecimiento (GHSRs).

Mientras que el péptido YY3.36

(PYY3.36) es secretado desde el tracto gastrointestinal distal y la señal llega a través de

los receptores Y2 (Y2Rs) donde inhibe el efecto de NPY/AGRP (Figura 5). Los cuales a su

vez regulan la acción de NPY/AGRP que tienen también un efecto inhibitorio sobre los

péptidos POMC/CART mediante la liberación del ácido y-amino butírico (GABA), el  cual

puede ser estimulado por la unión de la ghrelina a GHSRs. Las señales producidas por

NPY/AGRP como por POMC/CART que son mandadas a un grupo de neuronas efectoras

de  segundo orden, las cuales también reciben señales modificadoras por parte de la
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dopamina, serotonina y señales de endocanabinoides. Estas neuronas efectoras expresan

receptores que incluyen al receptor Y1 (Y1R) y el receptor de la melanocortina 4 (MCR4;

Figura 5). El objetivo primordial de este complejo mecanismo es mantener un balance total

entre la ingesta de alimentos y el gasto energético.

Principales vías de señalización en las neuronas NPY/AGRP y POMC/CART del

receptor de leptina.

La homología de Ob-R con otros receptores de citocinas de clase I, tal como la subunidad

gp130 (Glicoproteina 130) de la familia del receptor de IL-6, sugiere la posibilidad de que la

unión de la leptina puede mediar las señales semejantes a el receptor de citocinas,

incluyendo la activación de la vía JAK/STAT (Janus kinasas/signal transducers and activators

of transcription; Baumann, H. et al. 1996; Ghilardi, N. et al. 1996; Heinrich, P. C., et al. 2002).

El receptor de leptina (Ob-R) es producido por corte y empalme en alternativamente varias

formas del receptor, designadas como OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd, OB-Re y OB-Rf, que

tienen un dominio extracelular común de 800 a.a., un dominio transmembranal de 34 a.a. y

un dominio intracelular variable, característico de cada una de las isoformas. Se ha mostrado

por varios estudios que solo la ¡soforma larga completa, OB-Rb, contiene motivos

intracelulares requeridos para la activación de la vía de transducción de señales JAK/STAT

(Bjorbaeck, C. et al. 2004; Myers, Jr, M. G. 2004; Bjorbaeck, C et al. 1997).

Cascada de  t ransducción de  señales JAK/STAT

La vía JAK/STAT comprende una familia de cuatro tirocincinasas (JAKs) y siete factores de

transcripción (STATs) de 85-95kDA, regulados por fosforilación en residuos específicos de
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serína y tirosina. Típicamente, la señal de la cascada de transducción JAK/STAT es activada

por interferones, interlucinas o otras citocinas cuyos receptores carecen de una actividad de

cinasa. Los receptores de citocinas funcionales contienen un motivo rico en prolina llamado

'box 1’ que es requerido para la interacción y la activación de las JAKs (Ihle, I. N. y Kerr, I. M.

1995). Secuencias menos conservadas, llamadas ‘box 2’, también juega un papel en las

interacciones con JAK y la selectividad de las ¡soformas. De los cuatro miembros conocidos

de la familia de JAK, como JAK1, JAK2 y TYK2 (tirosincinasa 2) que son ampliamente

expresados, mientras que solo JAK3 es encontrado en células del sistema inmune

hematopoietico (Ihle, I. N. 1995). El Ob-Rb no tiene un dominio intrínsico de tirosinacinasa, y

por ello se unen cinasas citoplasmáticas, principalmente JAK2 (Ghilardi, N. y Skoda, R. C.

1997/ Se ha reportado que para la activación de JAK, por la leptina se requiere de la

secuencia box 1 (Ob-Rb también incluye el motivo box 2 y sitios de unión a STAT). Las

isoformas cortas y largas del receptor de leptina tienen la capacidad de la formación de

homodímeros, cuya dimerización parece estar activamente implicado en la señalización post-

receptor de la vía de la leptina.

Debido a la falta de actividad enzimática intrínseca de Ob-Rb, las señales se llevan acabo

por la activación no covalente de la asociación de JAK2, el cual se autofosforila en

numerosos residuos de tirosinas al mismo tiempo como él fosforila residuos de tirosina en el

receptor de leptina funcional. La unión de la leptina con su receptor (Ob-Rb) estimula la

fosforilación de STAT3 por la tirocincinasa JAK2, lo cual favorece la dimerización de STAT3,

se dimeñza y subsecuentemente entra STAT3 dimerizado se trasloca al núcleo y estimula la

transcripción de los genes de proteínas involucradas en la regulación del balance energético

(Figura 6). La unión ligando-receptor activa a STAT3, STAT5 y STAT6, pero no activa

STAT1, STAT2, y STAT4. Por otro lado, las STAT, como la STAT3, tienen un dominio SH-

2[dominio SH-2(Src-like homology 2) que contiene una fosfatasa de proteintirosinas] que ha
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demostrado unirse a una fosfotirosina del dominio intracelular de Ob-Rb con la habilidad de

abatir la regulación de la fosforilación de los residuos de tirosina de Ob-Rb dependiente de la

señalización de leptina.

La fosforilación de de tyr985 crea un sitio de unión para el C-Terminal del dominio SH2

de la fosfatasa de tirosina de SHP-2, conduciendo a la activación de la cascada de

señalización p21Rasp/cinasa regulada por señalización extracelular (ERK: extracelular-signal-

regulated kinasa). El mecanismo canónico por el cual la tirosincinasa activa a ERK es a

través de la proteína adaptadora que contiene el dominio SH2, Grb-2(Figura 6).
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Figura 6 Señalización intracelular de la leptina en Ob-Rb. Jak2 se asocia con ei receptor de leptina
en el motivo box1. La forma larga del receptor de leptina tiene cuatro importantes residuos de tirosina (Tyr974, Tyr1077 y
Tyr ). Estos residuos de tirosina fosforilados sirven de sitios de anclaje para proteínas de señalización con dominios SH2.
El mas importante, Tyr1138 recluta el factor de transcripción STAT3, el cual subsecuentemente es fosforilado por la JAK2, se
dimeriza y es traslocado al núcleo, donde induce la expresión de SOCS3 y POMC, y que a su vez reprime AGRP. Las
proteínas SOCS inhiben la señalización uniéndose a las proteínas JAK fosforiladas o interactuando directamente con los
receptores fosforilados en sus residuos de tirosina. La habilidad de SOCS para inhibir la fosforilación de JAK y ERK
estimulada por la leptina, provee un mecanismo de retroalimentación negativa en el sistema de señalización de leptina. Grb-
2, growth factor receptor binding-2.
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Algunos estudios sugieren que el factor de transcripción STAT3 participa en la

homeostasis de la energía a través de la vía melanocortina. Por otro lado existe suficiente

evidencia que muestra que la vía JAK/STAT de la señalización de citocinas esta bajo el

control de retroalimentación negativa de las proteínas SOCS (suppressors of cytokine

signalling). Se ha reportado que la leptina induce la expresión de SOCS 3 (Sahu, A. 2004;

Eyckerman, S., et al. 2000; Bjorbaeck, C., et al. 1998). El  residuo Tyr985 no es necesario para

impedir la fosforilación de tirosina de JAK2 mediado por SOCS3, sugiriendo la existencia de

más sitios de unión para SOCS3 dentro de los complejos de los receptores de citocinas

activados (figura 7). Así, la expresión de SOCS endógeno inhibe la fosforilación de Ob-R,

generando un importante mecanismo de retroalimentación en esta vía (Bjorbaeck, C., et al.

2000). Cambio en la expresión de SOCS se han asociado con el proceso de la resistencia a

la leptina.

La inhibición de realimentación independiente de Tyr985 y dependiente de Tyr1138 de la

señalización de ERK, y probablemente de JAK2, yace en la acumulación de SOCS3 seguido

por la estimulación prolongada del dominio extracelular de Ob-Rb (figura 8). Basado en  estas

observaciones, se ha propuesto un modelo donde la señalización de STAT3 por OB-Rb que

regula la participación de la leptina en la ingesta de alimentos y del peso corporal, al mismo

tiempo que controla el mecanismo de retroalimentación mediada por SOCS3 (figura 8).
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Figura 7 Mecanismo propuesto de activación de JAK/STAT a través de Ob-Rb. Cuando se
une la leptina, ocurre un cambio conformacional en el receptor (A) que permite la yuxtaposición de JAKs, las cuales se
activan y son capaces en fosforilar las tirosinas de otras JAKs y tirosinas del receptor de leptina (B). La activación de JAK2
ocurre por la transfosforilación y al subsiguiente fosforilación de los residuos de tirosina en la región citoplasmática del
receptor de leptina. La fosforilación de Tyr 138 permite la asociación de las STATs, que después se hacen sustratos de las
JAKs asociadas al receptor. La fosforilación de las STATs conduce a su disociación del receptor y la formación de dímeros
activos (C), los cuales se traslocan al núcleo para regular la expresión de genes, uniéndose a las regiones promotoras de
sus genes blanco (D).
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FIGURA 8 Modelo propuesto de la participación de SOCS3 en la resistencia a leptina.
Durante la estimulación prolongada del receptor por la leptina, la inhibición de la fosforilación de JAK2 y ERK es controlada
por SOCS independientemente de Tyr985 de Ob-Rb.
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Otro regulador negativo de la señalización de la leptina esta representado por PTP1B

(protein tyrosine phosphatase 1B; Figura 7), el cual ha mostrado en regular la transducción

de la señal de leptina tanto in vivo como in vitro, principalmente vía desfosforilación de JAK2

(Bjorbaeck, C. et al. 2004; Zabolotny, J. M., et al. 2002; Kaszubska, W., et al. 2002; Cook, W.

S. et al. 2002). En algunas células, incluyendo las neuronas hipotalámicas, la leptina también

activa la vía IRS-PI (3) K (insulin receptor substrate-phosphoinositide 3-kinase), uno de varios

puntos de convergencia y sinergismo entre las señalizaciones intracelulares usadas por la

insulina y la leptina. Junto con la evidencia de que la señalización IRS-PI (3) K hipotalámica

se incrementa con ambas hormonas (Niswender, K. D. et al. 2001; Niswender, K. D. et al.

2003), las acciones convergentes de leptina e insulina que implican la activación de Pl (3) k y

STAT3 se han propuesto en ser clave en los neurocircuitos de la homeostasis de la energía

(figura 9).
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Figura 9. Inducción de las vías IRS-PI (3) K por la leptina e insulina. Cuando se unen la insulina y
la leptina a sus respectivos receptores, activan la vía IRS-PI (3) K. La fosforilación de las proteínas IRS en sus residuos de
tirosina esta inducido por los receptores de insulina y por la JAK2 y permite a las proteínas IRS activar a Pl (3) K. al
convertirse PIP2 a PIP3, Pl (3) K activa a PDK1, el cual a su vez activa un sistema de enzimas cuesta bajo incluyendo a
PKB y PKC. La activación del receptor de leptina de JAK2 también induce la fosforilación de tirosinas de STAT3, el cual se
dimeriza para convertirse en un factor de transcripción.
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Existe DNA consenso de secuencias de unión tanto para FOXO1 (un factor de transcripción

que es inhibido por Pl (3) k) como para STAT3 en la región promotora de AGRP y de POMO,

en las cuales FOXO1 tiene la transcripción en ambos genes opuesto al efecto de STAT3

(Kitamura, T. et al. 2006). Así, la activación de Pl (3) k en respuesta a la insulina se propuso

para inhibir la transcripción de genes mediados por FOXO1 (como p. ej. AGRP y POMC).

Esta respuesta se complementa con el efecto de la activación de STAT3 mediada por la

leptina y provee una explicación factible de como, durante la perdida de peso o otras

condiciones de bajos niveles plasmáticos de insulina o leptina, si la expresión de AGRP

incrementa, mientras por otro lado, los niveles de POMC declinan (Figura 10).

Además de la expresión de genes de neuropéptidos. Se ha reportado que la leptina e

insulina pueden activar los canales de potasio sensibles a ATP (KAyp) y por ello hiperpolarizar

un subgrupo de neuronas del núcleo arcuato sensibles a glucosa vía mecanismo

dependiente de Pl (3) K (Spanswick, D., et al. 2000). Estos canales de KATP fueron

subsecuentemente propuestos como clave de blancos celulares en las acciones de ácidos

grasos y otras señales relacionadas con nutrientes en le núcleo arcuato. Sin embargo,

recientes trabajos sugieren que aunque la insulina y la leptina activan la señalización de

Pl(3)k en las células POMC del núcleo arcuato, el efecto de despolarización de la leptina en

estas células se ha reportado lo opuesto por una hiperpolañzación por la acción de la insulina

(Choudhury, A. I. et al. 2005).

42



PKB)

V <¡¿3)K ,

Insulina' Leptina

Figura 10. Regulación de la expresión de POMC y AGRP por el factor de transcripción
FOXO1 Modelo de regulación reciproca de la transcripción de los genes POMC y AGPR vía FOXO1 (el cual es inhibido
por PKB).
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Para entender mejor como las neuronas del núcleo arcuato están reguladas por la

insulina, leptina y otras hormonas, varios grupos han buscado en medir el potencial de

membrana, Un reciente descubrimiento es que la leptina activa la enzima sensora de

nutrientes mTOR en las neuronas del núcleo arcuato (Cota, D. et al. 2006). Debido a que la

inhibición central de mTOR bloquea la supresión de la ingesta de alimentos, la actividad de

mTOR parece ser esencial para la acción de la leptina en esta área del cerebro.

Transporte de la leptina al cerebro.

Se piensa que la leptina entra en el cerebro por dos distintos mecanismos. Un sistema

de transporte que se cree habilita a la leptina en cruzar la barrera hematoencefálica vía

transcitosis mediado por el receptor (Banks et al, 1996). La ¡soforma corta del receptor de

leptina, la cual es capaz de unir e internalizar la leptina, se ha detectado en microvasos del

cerebro (Bjorbaek C, et al.1998a; Golden PL, et al.1997). Estudios recientes han mostrado

que el transporte de la leptina esta regulado por epinefrina (Banks, 2001) y triglicéridos

(Banks et al. 2004). La leptina también es probable que sea transportada a el cerebro por el

fluido cerebroespinal (Schwartz et al. 1996), como el plexo coroide, sitio clave para la

producción del fluido cerebroespinal, expresa altos niveles de Ob-Ra y de esta manera

podría mediar el transporte de la leptina de la sangre al fluido cerebroespinal. (Bjorbaek et al.

1998).

OTRAS HORMONAS INVOLUCRADAS EN LA HOMOESTASIS DE LA ENERGÍA Y

REGULACIÓN DEL PESO CORPORAL.

Hoy en día ya se tienen bien caracterizadas varias hormonas, péptidos y proteínas que

participan en la regulación de la homeostasis de la energía y el peso del cuerpo como la
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Adiponectina que es una mezcla hormonas peptidicas anti-inflamatorias secretadas por los

adipositos que controlan la homeostasis de la energía y el metabolismo de glucosa y lípidos.

También se tiene la Resistina, recientemente descubierta, es una hormona producida por los

adipositos y probablemente otros tejidos. Se han encontrado algunos polimorfismos en el gen

de la resistina asociados a obesidad. La resistina tiene una acción anti-insulina, y es

suprimida por la misma insulina y citocinas proinflamatorias. Las citocinas pro-

inflamatorias (TNF-ü, IL-6 y IL-1) actúan en el hipotálamo para reducir el apetito y aumentar

la temperatura del cuerpo en respuesta a una infección, y muchas otras enfermedades.

Primeramente fueron identificadas como productos del sistema inmune, especialmente por

macrófagos, pero también son secretadas por los adipositos y muchos otros tejidos. La

Colecistocinina (CCK) es el mejor miembro conocido del grupo de las hormonas secretadas

por el duodeno en respuesta a lo parcialmente digerido salido del estomago, el cual es

llamado quimo. CCK retrasa el vaciado gástrico, estimula la producción enzimática

pancreática, causa la contracción de la vesícula biliar, promueve la liberación de insulina por

el páncreas y produce una sensación de plenitud o saciedad. La Amilina se co-libera como

un segunda hormona en las células pancreáticas al mismo tiempo que la insulina. La

amilina produce una sensación de saciedad, y puede asistir a la regulación de la ingesta de

alimentos. Existen muchas otras hormonas como la Apolipoproteina A-IV que es sintetizada

por los entericitos en respuesta a una dieta de ácidos grasos de cadena larga, el péptido YY

que reduce el consumo de alimentos y es secretada por el intestino delgado, páncreas y

colon. Las 5 proteínas desacoplantes que ayudan al gasto energético en forma de calor

(UCP1, UCP2, UCP3, BMCP1 y UCP4). Todas estas hormonas participan de alguna manera

a la regulación del anabolismo y el catabolismo de sustratos para mantener un balance

energético adecuado y no desbalancerase hacia la energía negativa (anorexia) o hacia la

energía positiva (Obesidad).
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Clasificación genética de la Obesidad.

La obesidad, no sólo es el resultado de malos hábitos alimenticios y de inactividad

física,

Existen, múltiples evidencias que apoyan que la acumulación de grasa corporal tiene un

importante componente genético. Estudios para determinar las bases genéticas de la

obesidad se iniciaron en la década de 1920, estos se han determinado por diversos estudios

epidemiológicos como: estudios en familias, estudios en gemelos así como gemelos dados

en adopción. Los cuales han encontrado que los factores genéticos son responsables de 45-

75 % de la variación interindividual de la grasa corporal (Maes HH. y cois., 1997; Sorensen

TI. y cois., 1989; Stunkard AJ. y cois., 1986). Estos estudios, han encontrado una mayor

correlación con el índice de masa corporal entre los hijos y sus padres biológicos que entre

los hijos y sus padres adoptivos, lo que apoya la participación de un importante componente

genético en esta entidad.

Los estudios en familias, se refiere a la estimación del riesgo de recurrencia de la

enfermedad en familiares de casos índice afectados. Esta estimación se basa en que el

riesgo a desarrollar una enfermedad en familiares de casos índice afectados con la

enfermedad es mayor, que el riesgo a enfermar que la población general.

Los estudios de adopción, permiten determinar la magnitud de los efectos ambientales y

genéticos en un a enfermedad. En este caso, los niños adoptados son comparados tanto con

sus padres biológicos como con los padres adoptivos. Las similitudes entre los niños

adoptados y sus padres biológicos sugieren un componente genético, mientras que las

similitudes con sus padres adoptivos son debido a que comparten el mismo ambiente

(Stunkard y cois., 1986).
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La base de los estudios en gemelos es la comparación de la frecuencia de la similitud

fenotípica de pares de gemelos monocigotos (MZ) y los pares de gemelos dicigoticos. El

efecto genético en una enfermedad es propuesto si una alta concordancia es encontrada en

gemelos MZ que en gemelos DZ (concordancia: cuando dos individuos relacionados en una

familia tienen la misma enfermedad). De estos estudios se ha estimado que la heredabilidad

estimada para IMC vario entre 0.50 y 0.80 (Allison et al 1996; Herskind y cois., 1996).

De acuerdo a los factores genéticos, la obesidad se puede clasificar en :a) obesidad

monogénica, la cual es muy rara, muy grave y generalmente inicia durante la niñez (Farooqi

& 0' Rahilly, 2004); b) obesidad sindromática donde la obesidad es una de las

manifestaciones clínicas de algún síndrome mendeliano y tiene una incidencia muy baja; y, c)

obesidad multifactorial, la cual se desarrolla como consecuencia de la interacción de

múltiples genes de susceptibilidad cuya expresión está influenciada por factores ambientales.

Este tipo de obesidad es la más común, puede manifestarse en la infancia o en la adultez y

presenta una expresividad muy variable (Lander, 1996).

En un número limitado de casos, se han logrado ligar defectos en solo gen con la obesidad

(Perusse L, cois., 2005), pero en la mayoría de los casos son atribuibles a la compleja

interacción gen-ambiente.

A menudo, los genes específicos que están involucrados en alguna patología pueden ser

diferentes entre dos personas que presentan fenotipos muy similares, cuando ocurre lo

anterior se dice que existe una heterogeneidad del locus. Existen otros factores que pueden

llevar a la confusión en los estudios de enfermedades multifactoriales, como la expresividad

variable. La expresividad variable se refiere a que en una misma enfermedad, la gravedad de

la misma (poco grave, medianamente grave y muy grave), se puede presentar

diferencialmente entre diferentes individuos con un mismo genotipo. Aparte, los genes
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involucrados en la enfermedad común son más bien genes de susceptibilidad más que genes

causales de la enfermedad.

Estrategias para la búsqueda de genes en la obesidad multifactorial

El conocimiento sobre los genes que confieren susceptibilidad a desarrollar obesidad se han

derivado principalmente de estudios de ligamiento, estudios de asociación en genes

candidatos y análisis amplio del genoma (Perusse y cois, 2005/

Análisis de ligamiento

Uno de los abordajes mas comúnmente utilizado para identificar regiones cromosómicas

ligadas a alguna enfermedad, es el análisis de ligamiento en familias. Donde “ligamiento” se

refiere a la cercanía física entre loci genéticos. En este abordaje, la localización cromosómica

de un gen que predispone a una enfermedad, es buscado monitoreando la cosegregación de

un marcador genético con un rasgo particular en las familias con individuos afectados (Figura

11). En el caso de que la enfermedad y un determinado alelo se transmitieran

conjuntamente, se puede postular la existencia de un locus para la enfermedad. Los

marcadores mas utilizados en los estudios de ligamiento son los STRs (repeticiones cortas

en tándem). La transmisión a del marcador y del gen para la enfermedad se presenta

conjuntamente dada su proximidad. Los estudios de ligamiento han sido muy exitosos en la

identificación de genes relacionados con enfermedades mendelianas, donde un Lod Score

mayor de 3.0 es considerada evidencia significativa de ligamiento (Ott y cois., 1991). Sin

embargo, estos estudios no han sido tan efectivos en el estudio de enfermedades complejas

donde la participación de cada gen en la enfermedad es por lo general desconocida.
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El alelo A1 cosegrega con la enfermedad en esta familia.

Figura 11. Estudios de ligamiento en familias relacionadas. Se habla de ligamiento cuando dos
alólos de dos loci son transmitidos juntos en la siguiente generación, debido a su estrecha proximidad. En esta familia el
alólo A1 cosegrega con la enfermedad.
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En obesidad se ha utilizado una variante de ligamiento; el análisis de un locus de un

rasgo cuantitativo (Quantitative trait locus: QTL). El análisis de QTLs, se basa en la

suposición de que la similitud fenotípica entre individuos relacionados correlaciona con

alólos compartidos en un locus que determina un rasgo o característica. Se ha sugerido que

el análisis de QTL utilizara mejor la información completa de rasgos continuos como el IMG

los niveles de glucosa en sangre, hiperfagía, etc., donde la concurrencia entre un QTL y un

exceso en la proporción de alólos idénticos por descendencia, sugieren ligamiento entre un

rasgo específico y el marcador (Amos 1994; Almasy and Blangero 1998; Blangero y cois.,

2001).

Se han realizado varios estudios de ligamiento con obesidad y fenotipos relacionados.

De estos estudios además del estudio de genes candidatos se ha derivado el mapa genético

de la obesidad (Figura 12).
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Figura 12. El Mapa Genético de la Obesidad. El mapa genético de la obesidad muestra que en todos los
cromosomas excepto el cromosoma, han mostrado ligamiento con obesidad, y otros rasgos relacionados a obesidad
(Rankinen et al 2006).
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El último mapa genético de la obesidad, ha reportado hasta este momento 204 QTLs

para fenotipos relacionados con obesidad obtenidos de 61 escaneos en todo el genoma. Un

total de 52 regiones genómicas con QTLs replicados de 2 a 4 estudios. El número de

estudios que reportan asociación entre la variación de la secuencia de DNA en genes

específicos y la obesidad se ha incrementado considerablemente, con 426 descubrimientos

de asociaciones positivas con 127 genes candidatos (donde, 22 genes son apoyados por al

menos 5 estudios positivos). El mapa genético de la obesidad muestra loci putativos en  todos

los cromosomas excepto en el cromosoma Y. En total, más 600 genes, marcadores, y

regiones cromosómicas se han asociado o ligado con fenotipos de obesidad humana

(Rankinen T. y cois., 2006).

Análisis de asociación

Otra herramienta ampliamente utilizada para el estudio de las enfermedades complejas

además de los análisis de ligamiento son, los estudios de asociación. En los estudios de

asociación en obesidad, se ha incluido el análisis de genes localizados en las regiones

cromosómicas que han mostrado ligamiento con esta entidad, así como en genes que por su

función son considerados como probables genes candidatos. Los estudios de asociación son

una buena herramienta metodológica para identificar alólos de susceptibilidad con poca

contribución genética a la obesidad. Los estudios de asociación a diferencia de los de

ligamiento generalmente no dan una asociación causal, pero si contribuyen en la búsqueda

de genes con poco efecto genotípico de las enfermedades comunes. Estos estudios, se

compara la frecuencia de un marcador entre casos no relacionados y controles, una

frecuencia significativamente mayor del éste, entre los casos, comparado con los controles,

sugiere su participación en  la etiología de la enfermedad (Figura 13).
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Casos

1/3 1/2 1/3 2/3 1/1 1/2 2/2 1/1 1/3 1/2
Controles

1/3 2/2 2/3 2/3 3/3 1/2 2/2 3/3 2/3 2/2

Figura 13. Diseño de estudios de casos y controles. En este análisis se compara las frecuencias de los
alólos en la población de casos no relacionados (Obesos) y la población de individuos control (delgados). En este ejemplo
mostrado, un marcador con tres diferentes alólos es valorado. El análisis muestra que el alelo 1 se encuentra en el 80 % de
los casos y solo el 20% en los sujetos controles. Esta observación sugiere que el alelo 1 puede estar asociado a la
susceptibilidad de la enfermedad (Susceptibilidad a Obesidad).
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Sin embargo. A pesar de las ventajas que presenta este tipo de estudios, presenta dos

limitaciones importantes: Los datos pueden mostrar falsas asociaciones debidas a que el

locus de interés puede estar en desequilibrio de ligamiento (LD) con el marcador realmente

asociado a la enfermedad y 2) estratificación de la población. El LD puede se causado por

un efecto fundador o mutaciones recientes, mientras que la estratificación de la población se

refiere a mezcla de dos o mas grupos étnicos puede conducir a falsos positivos (Shulze and

McMahon 2002).

Otro abordaje muy utilizado en los estudios de asociación son los basados en familias,

donde su principal ventaja es que evitan las falsas asociaciones debidas a la estratificación

de la población (Figura 14). Uno de estos métodos se conoce como prueba de desequilibrio

de transmisión (TDT; transmission disequilibrium test), en la cual se compara la frecuencia

con la cual padres heterocigóticos, transmiten un alelo especifico de un marcador bialélico o

una de las vahantes alternas al hijo afectado, y se compara con la frecuencia en que se

trasmite ese mismo marcador en los hijos no afectados ( Figura 15; Terwilliger and Ott 1992).

Los marcadores más ampliamente utilizados en los estudios de asociación son los

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphisms).

Polimorfismos de un solo nucleótido

Los polimorfismos de un solo nucleótido o SNPs se encuentran distribuidos a través de todo

el genoma humano y actualmente son los marcadores más utilizados en los estudios de

asociación. Estos polimorfismos son variaciones normales en el DNA que se transmiten de

forma mendeliana y se encuentran en la población con una frecuencia mayor al 1 %, su

distribución en el genoma es amplia y gracias a ellos se han realizado mapas físicos de alta
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resolución (Sebastian! cois., 2003; Riva, A. & Kohane, 2002). Se estima que los SNPs se

encuentran aproximadamente cada 500 bases (Riva, A Kohane, 2004). De hecho, se calcula

que existen entre 10 y 20 millones de SNPs distribuidos a través de todo el genoma (Newton,

E. M. 2005).
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Figura 14. Estratificación de la población. Si en una población existen subgrupos que no tienden a
mezclarse, esto puede condicionar a que tanto la enfermedad como algunos marcadores alélicos podrían ser más comunes
entre los individuos de un subgrupo. En estos casos, los estudios de asociación pueden dar resultados falsos positivos.

55



BB AB AB AC BC AB BB BC AB BC
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Figura 15. Prueba de desequilibrio de transmisión (TDT; transmission disequilibrium test).
En la prueba de desequilibrio de ligamiento (TDT), se prueba la hipótesis de que un alelo particular de un marcador es más
frecuentemente transmitido a la descendencia afectada de los padres heterocigotos. En familias no relacionadas se observa
el genotipo bialélico, encontrándose 8 padres heterocigotos (AB, AC y BC). El alelo (A) es transmitido 4 veces, mientras que
los alólos (B) o (C) son transmitidos tres veces. Cuando un alelo es transmitido con mayor frecuencia que la esperada (50
%) en pacientes no relacionados, como es el caso del alelo (A), se puede inferir que éste se encuentra ligado al locus de la
enfermedad, o que tiene un efecto directo en la susceptibilidad de la misma.
NOTA: los cuadros representan a los masculinos y los círculos a los femeninos.
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Las características más relevantes para la utilización de los SNP en estudios

genéticos, son: a) todos los SNPs son heredados de forma mendeliana de una generación a

otra, de esta manera se puede estudiar la evolución de las especies y además de las

poblaciones (Riva, A. & Kohane; 2002) , b) los SNPs pueden ser los responsables de causar

enfermedades ya que pueden alterar la secuencia de DNA en una región codificante o

reguladora; los SNPs no sinónimos han sido implicados en diversas enfermedades porque

pueden alterar la función de la proteína, su estabilidad, los sitios de splicing, etc. (Riva, A. &

Kohane, I. S., 2002; Stitziel y cois., 2004), c) finalmente los SNPs se pueden emplear para

los estudios de ligamiento y asociación (Mayeux, R. 2005). Estos marcadores presentan

algunas características importantes; son bialélicos, son muy abundantes en el genoma,

tienen baja tasa de mutación, son fáciles de genotipificar con medios automatizados y no se

requiere de una gran cantidad de DNA para su análisis (Zhang, K., Qin, Z. S., Liu, j. S., y

cois., 2004).

Genes candidatos involucrados en la etiología de la obesidad

Dentro de los genes candidatos, que han mostrado asociación con obesidad se encuentran

principalmente los implicados en diferentes vías metabólicas que participan en: a) control de

la ingesta de alimentos, b) gasto energético y c) metabolismo de lípidos y carbohidratos

(Perusse & Bouchard, 2000; Snydery cois., 2004).

Algunos ejemplos de SNPs asociados con obesidad y fenotipos relacionados son: C315T,

G19A, C276T, G387C y C2549A en el gen LEP; A1969C, A326G y A611G en LEPR;

Trp64Arg en ADRB3, C55T en UCPs; C3804A, G3834C y C3840T en POMO; C105A, C142T

y G48A en MC4R; C161T en PPARU2, La variante Trp64Arg localizada en el gen del

receptor Beta 3 adrenérgico, la cual ha sido sujeto de análisis en más de 60 estudios

independientes y 4 meta-análisis (Zhan S, et al 2005; Kurokawa N., y cois., 2001; Allison DB.,
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y cois., 1998; Fujisawa T. 1998; Knowler WC. 1996), La variante Valí 0311 localizada en el

gen que codifica para el receptor MC4R ha mostrado en varios meta-análisis, que

Individuos heterocigotos A/G para este polimorfismo presentan una disminución significativa

del IMC, por lo que este genotipo se considera que tiene un efecto protector para el

desarrollo de obesidad (Heid IM y cois 2005).

Por otro lado también se han descrito polimorfismos asociados al riesgo de desarrollar,

además de la obesidad o fenotipos relacionados, otras patologías concomitantes, como por

ejemplo: T99C y C55T en el gen UCPs también se asocia con diabetes; W64R en el gen

ADRB3 con hipertensión; -G174C en IL6 con afectación cardiovascular; UPC-I/D con

síndrome metabólico e hipertensión; Q192R en el gen de la paraoxonasa 1 (PON1) con

infarto al miocardio y diabetes mellitus; T279C y G104A en el gen de reparación ERCC4 con

cáncer de mama, sólo por mencionar algunos ( Hao y cois., 2004; Lee y cois., 2005; Li y

cois., 2005)

Por otro lado, se ha documentado que mutaciones en algunos de estos genes, son

responsables etiológicos de obesidad monogénica, Por ejemplo; mutaciones en el gen LEP

que causan una deficiencia de leptina, resultan en una obesidad grave desde los primeros

meses de vida, al igual que mutaciones en el receptor de leptina (LEPR), pro-

opimelanocortina (POMC), receptor de melanocortina 4 (MC4R) y proconvertasa 1 (PC1)

(Barsh y cois., 2000; Lubrano-Berthelier y cois., 2004). Donde mutaciones en el MC4R son

responsables hasta del 6% de la forma de obesidad monogénica mas frecuente con un

patrón de herencia autosómico dominante (Farooqi, I. S. y cois. 2003).
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GENES CANDIDATOS ANALIZADOS EN ESTE ESTUDIO: LEP, LEPR, Y POMC

LEPTINA

El gen LEP, se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 7 en la región 31.1 y

contiene 3 exones (2 de ellos codificantes), codifica para un péptido glicosilado de 167 a.a.

que incluye una secuencia de señalización de 21 aminoácidos. Este gen posee un alto grado

de homología entre especies (84 % entre la leptina humana y la murina; Zhang y cois., 1994),

además de compartir algunas similitudes estructurales con las citocinas.

La estructura tridimensional de la leptina de 167 a.a. esta basada en cuatro □-hélices

antiparalelas conectadas. Un puente disulfuro entre dos residuos de cisteínas (Cys96-Cys146)

en el carboxilo terminal de la leptina y otra al inicio de una de las asas han mostrado ser

importantes para el plegamiento de la estructura y la unión de su receptor (figura 16).

Cualquier mutación en los residuos de cisteina, hace a la proteína biológicamente inactiva.

Aunque la leptina es principalmente producida y secretada en el torrente sanguíneo por los

adipocitos del tejido adiposo blanco, esta no es la única fuente potencial de esta hormona. La

placenta, la mucosa gástrica, la medula espinal, el epitelio mamario, el músculo esquelético,

la pituitaria, el hipotálamo y el hueso han mostrado también ser capaces de producir

pequeñas cantidades de leptina en algunas circunstancias.
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Figura 16. Estructura de la hormona leptina. Se muestran la molécula de la leptina y las cuatro ü-hélices
antiparalelas
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Epidemiología genética de la leptina

Existen múltiples evidencias de la participación de la leptina en la etiología de la

obesidad, de hecho éste fue el primer gen descrito como responsable de un fenotipo de

obesidad monogénica (Zhang y cois.,, 1994). Un estudio en la población francesa,

encontraron que varios polimorfismos localizados en la región 5'no codificante como el SNP -

2548A mostraba una fuerte asociación con obesidad, en otro estudio, este grupo de

investigación reportó que este SNP, se encontraba más frecuentemente en varones con

sobrepeso (Mammés y cois., 1988 y 2000), mientras que en población Taiwanesa, esta

variante mostró asociación con obesidad mórbida (Wang T. et al 2006). Sin embargo un

análisis de este mismo SNP en la población española no mostró asociación con esta

patología (Portolés O. y cois., 2006). Otro polimorfismo del gen LEP, que ha sido estudiado

en diferentes poblaciones es el SNP A19G localizado en el primer del exon del gen LEP,

mostró asociación con obesidad pero sólo en mujeres de origen francés, mientras que en la

población italiana este SNP no mostró asociación (Mammés y Cois., 1998; Lucantoni y cois.,

2000). En un estudio de TDT en población norteamericana y de Québec Canadá, el SNP

A19G presentó asociación con una mayor sensibilidad al índice de insulina y mejor respuesta

de la glucosa en sangre por ejercicio ligero, cuando estaba presente el SNP K109R del

receptor de leptina, (Timo y col., 2004). Otro reporte en población estadounidense, confirmo

la asociación de los polimorfismos -G2548A, A19G, y -C1887 con obesidad (Hager et al

1998; Mammés y cois., 1998,2000; L¡ y cois., 1999; Le Stunff y cois., 2000).

Jian y cois, en el 2004, documentaron por primera vez una fuerte asociación tanto

individualmente como en haplotipos de tres SNPs (-A4118G, -C3233A y el marcador

rs11770725 C/T) localizados a 2 Kb de la región promotora del gen LEP con bajos niveles

de leptina, principalmente con el sexo masculino de pacientes estadounidenses. Análisis

bioinformáticos revelaron que los tres SNPs pueden modificar los sitios de unión a factores
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de transcripción, por lo tanto estos polimorfismos pueden ser variantes funcionales en la

región 5' del gen LEP.

El interés en el gen LEP como un gen de susceptibilidad para el desarrollo de obesidad

humana ha conducido al desarrollo de múltiples estudios de asociación, pero los resultados

todavía son controversiales lo que sin duda evidencia la complejidad del componente

genético involucrado en su etiología.

Receptor de la leptina

Tartaglia y cois., (1995), identificaron el receptor de la leptina, a partir de una librería de

expresión preparada de plexos ceroideos y seleccionado con una proteína de fusión con

leptina. El receptor de leptina se es codificado por un locus al que se le denominó diabetes

(db) localizado en el cromosoma 4 de ratón (Tartaglia y cois., 1995). El receptor de leptina

presenta gran homología a la superfamilia de receptores de citocinas tipo I, los

caracterizados por tener motivos extracelulares con residuos de cisteína y un dominio de

fibronectina tipo III (IEM, 1996). El receptor de leptina se sabe que existe como homodímero

y es activado por cambios conformacionales que ocurren cuando su ligando se une al

receptor (Devos et al, 1997). Se han identificado seis isoformas del receptor de leptina,

generadas por “splicing” alternativo (Wang et al, 1998; Lee et al, 1996). Aunque existen al

menos seis isoformas del receptor, la forma activa corresponde al subtipo, Ob-Rb, asociado

fundamentalmente en el sistema JAK2-STAT3 y con otras cascadas de señalización

intracelular. Estas isoformas, llamadas Ob-Ra-Rf, comparten un dominio N-Terminal

extracelular de alrededor de 800 amino ácidos, pero presentan diferencias importantes en la

región Carboxi-Terminal. Todas las isoformas del receptor, excepto Ob-Re (Lee et al, 1997),

contienen 34 amino ácidos de la región transmembranal, que forman la región soluble del

receptor, sitio principal de unión de la leptina circulante en el plasma. Las isoformas

restantes pueden ser clasificadas como isoformas cortas (Ob-Ra, c, d y f) con un dominio C-
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terminal de 30-40 residuos, o la ¡soforma larga (Ob-Rb) con un dominio intracelular que

comprende 302 amino ácidos de longitud (Figura 17).

ObRa ObRb ObRc ObRd ObRe ObRf
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Figura 17. A) Representación esquemática de los diferentes subtipos de receptores de
leptina (Ob-R). Las regiones de alta homología entre los diversos subtipos están representadas por los mismos
símbolos; el número total de residuos de aminoácidos está indicado en la parte inferior del esquema correspondiente a cada
subtipo. B) Representación esquemática de la estructura general de los diferentes subtipos de receptores de leptina (Ob-R)
pero indicando los exones que codifican para las diferentes regiones del receptor.
Se ha detectado altos niveles de expresión del RNAm y proteína del receptor de leptina en el
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hipotálamo tanto de roedor como humano. Particularmente, en el núcleo hipotalámico

(hipotálamo ventromedial, núcleo arcuato y el hipotálamo dorsomedial), regiones implicadas

en la regulación de la homeostasis de la energía (Hakansson ML, y cois., 1998; Schwartz

MW, y cois., 1996; Elmquist JK, y cois., 1998; Savioz A, y cois., 1997). Este receptor es

también altamente expresado en otras regiones del cerebro como el hipocampo, tallo

cerebral, cerebelo, amígdala y sustancia nigra (Mercer JG, y cois., 1996; Hakansson y cois.,

1998; Elmquist y cois., 1998; Grill HJ, y cois., 2002; Figlewicz DP, y cois., 2003).

Epidemiología genética de receptor de la leptina

Polimorfismos localizados en el gen que codifica para el receptor de leptina han mostrado

asociación con obesidad en la mayoría de las poblaciones. Un estudio en familias de la

población canadiense reportó que la variante Q223R se asociaba con IMC y porcentaje de

grasa, dos características asociadas a obesidad al igual que en la población brasileña y

población griega, pero en la población negra esta variante no mostró asociación (Mattevi y

cois., 2002; Yiannakouris N. y cois., 2001). Además, en un estudio de asociación en obesos

en la población holandesa los SNPs Lys 109Arg y Gln223Arg, se encontraron asociados a

altos niveles de leptina (resistencia a leptina) (Wauters M. y cois., 2001). Por otro lado, un

estudio en mujeres pre y posmenopáusicasse, los SNPs Lys109Arg y Lys656Ans mostraron

diferencias estadísticamente significativas en mujeres con alteraciones en el metabolismo de

insulina y glucosa (T.M.C., et al 2002). Se ha encontrado que polimorfismos en este gen

como el Lys656Ans también influencian la distribución topográfica del tejido graso (Jun Liu Y.

et al 2005).

PROPIOMELANOCORTINA
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La primera evidencia que la hormona estimuladora de melanocitos alfa (EI-MSH) y la

hormona adrenocorticotrofica (ACTH) tenia un papel funcional en el sistema nervioso central,

surgió desde los años 1950s (Ferrari 1958), pero las observaciones que sustentaron su

participación en la regulación de la homeostasis de la energía, fue propuesta por Poggioli y

cois., hasta los años 80 (1986). Las hormonas ü-MSH y ACTH, se derivan de un mismo

péptido precursor, la proopiomelanocortina (POMC), la cual se expresa en la piel, glándula

pituitaria, neuronas hipotalámicas y el sistema inmune (Bertanga 1994). POMC es el

precursor de varios péptidos incluyendo a la hormona adrenocorticotrofica (ACTH), □-

endorfina, y y EI-MSH, a través del procesamiento por la enzima proconvertasa 1 (PC1)

(Figura 18). El papel fisiológico de los péptidos generados, solo ha sido analizado en ratón y

parcialmente en humanos. Se sabe, que la ACTH se une al receptor de Melanocortina tipo 2

(MC2R) central y periféricamente en la corteza adrenal y la □-endorfina interactúa con los

receptores opioides. Aunado al efecto de la supresión de la ingesta de alimentos mediado

por los receptores MC3R y MC4R, también se han visto implicados en la pigmentación de la

piel en humanos, puesto que I variantes de MC1R en humanos se asocia al pelo rojo y al

color de la piel clara (Valverde y cois., 1995).
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Figura 18. Estructura del gen de Proopiomelanocortina (POMC) y su procesamiento
pOSt-tradUCCÍOnal. POMC en los mamíferos consiste de 3 exones, de los cuales los exones 2 y 3 son traducidos.
Las proconvertasas 1 y 2 (PC1/2) rompen el péptido inicial (POMC) en péptidos más pequeños sucesivamente, cortando en
pares dibásicos en residuos que consisten de lisina (K) y/o arginina (R). Los productos finales son generados de manera
tejido-especifico, por ejemplo, D-MSH y ACTH no son producidos por las mismas células en la pituitaria. También ü-MSH
y ACTH están implicadas en modificaciones enzimáticas post-traduccionales, como la acetilación de d-MSH. Los productos
finales incluyen las melanocortinas (MSHs y ACTH), ü-endorfina (D-end) y el péptido intermediario semejante a
corticotrofina (corticotrophin-like intermedíate peptide; CLIP). Hay péptidos intermediarios cuyos funciones biológicas no
están todavía muy claras, tales como y lipotrofinas (ü-LPH, D-LPH).
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La POMC consta de 3 exones, de los cuales sólo el 2 y 3 son traducidos. Las

proconvertasas 1 y 2 (PC1/2), procesan el péptido inicial (POMC), cortando en pares

dibásicos en residuos de lisina (K) y/o arginina (R). Las neuronas que expresan POMC en el

núcleo arcuato se proyectan hacia las áreas del cerebro que se piensa, regulan el apetito

(neuronas de segundo orden) y donde al menos 40 % de estas neuronas expresan RNAm

para el receptor de leptina (Cheung et al 1997). La expresión de POMC es aumentado por la

leptina y disminuye en procesos donde concentración de la misma se encuentra disminuida

como en casos de ayuno y mutaciones en el gen LEP (Thornton y cois., 1997).

Epidemiología genética de proopiomelanocortina

Un papel putativo de POMC en la forma común de la obesidad ha sido apoyado por reportes

positivos de estudios de ligamiento. Análisis de QTL amplio del genoma de población

México-americana encontraron un ligamiento significativo a un locus en el cromosoma 2p21,

el cual abarca al gen de POMC (Comuzzi y cois., 1997), y se estima que este locus explica el

47 % de la variación de los niveles de leptina en suero.

En estudios mas recientes, se investigo la asociación de cuatro SNPs de POMC (Rsal,

51G/C en la región 5'UTR y 8246 C/T y 7965 C/T en la región 3'UTR) con la composición

corporal y niveles de leptina en mujeres caucásicas del reino unido. Se encontró asociación

entre el alelo 8246 T y obesidad (Chen Yuanneng y cois., 2005). Como ya se tenía el

antecedente de que el locus de POMC estaba ligado diferentes niveles de leptina, un

predictor de obesidad, se hizo un estudio de TDT donde se analizaron familias caucásicas,

México-Americanas, y Africanas-Americanas en los estados unidos. Se analizaron cinco

polimorfismos de POMC (G-3460C, C17T, G3473A, C3755T, y A7069G), y solo el SNP

C3755T mostró ser el mejor predictor en obesidad con varias mediciones antropométricas

(asociación con IMC, circunferencia de cintura, tejido adiposo visceral y subcutáneo), y en

menor grado lo fueron G-3460C, G3473A, y A7069G (Sutton B. et al 2005).
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En otro estudio mas reciente, también se realizo un TDT en el reino unido y se encontró

asociación entre tres polimorfismos a lo largo del gen de POMO y fenotipos relacionados con

obesidad. Hubo significante asociación entre los genotipos C8246T (P < 0.0001) y C1032G

(P = 0.003) con el radio cintura-cadera corregido para la edad, sexo, fumadores, con

ejercicio, y consumo de alcohol. El T alelo en C8246T (o el alelo G en C1032G) se asocio

con un alto radio cintura-cadera en el modelo codominante. No se encontró asociación entre

los genotipos en cualquier polimorfismo y los niveles de leptina e IMC. Estos datos muestran

que las vanantes del locus de POMC influyen en la distribución del tejido graso dentro de una

variación normal, sugiriendo un nuevo papel de POMC en la regulación metabólica (Michelle

Baker, y cois., 2005).
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JUSTIFICACIÓN
Debido a que la obesidad y fenotipos relacionados afectan a más de 1,400 millones de

personas en el mundo y en México cerca del 70% de la población general la padece, lo que

hace de esta patología un problema de Salud Pública. En México, estudios epidemiológicos

describen que más del 30% de los adultos mayores de 20 años y casi un tercio de la

población infantil tiene sobrepeso u obesidad. La Encuesta Nacional de Salud 2006 (ENSA

2006) mostró que en nuestro país, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos están

entre las más altas del mundo (Sánchez-Castillo, 2003). Por otro lado, se ha documentado

que de los países de América Latina, México se encuentra entre los de más alta prevalencia

de sobrepeso en niños (Del Rio-Navarro y cois, 2004). El hecho de tener sobrepeso u

obesidad conlleva a un mayor riesgo de mortalidad o de desarrollo de múltiples

padecimientos principalmente, enfermedad coronaria, diabetes tipo 2, cáncer y enfermedad

vascular cerebral, que actualmente son las principales causas de muerte en nuestro país, y

por lo tanto, es impostergable caracterizar los genes involucrados en la ganancia de peso y

sus consecuencias fisiopatológicas.

La complejidad de la regulación del peso corporal pone en evidencia la importancia de

dilucidar los mecanismos que pueden conducir a la pérdida de la homeostasis nutricional.

Así, la identificación y caracterización de los genes asociados con la obesidad y sus

comorbilidades es sin duda la mejor vía para incrementar el conocimiento de la

etiopatogénesis de esta entidad, lo cual permitirá mejorar las estrategias de prevención,

diagnóstico y tratamiento, encaminadas a disminuir el alto costo social y económico de la

obesidad y patologías asociadas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si SNPs localizados en los genes leptina, receptor de leptina y

proopiomelanocortina, que regulan se asocian al riesgo a desarrollar obesidad en la

población mexicana.

Objetivos Particulares

Determinar la frecuencia de polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs) localizados en

genes candidatos en una muestra de pacientes con obesidad y controles de la

población mexicana.

Establecer si polimorfismos localizados en genes que regulan la homeostasis del aporte

energético, se asocian al riesgo a desarrollar obesidad en pacientes mexicanos con

obesidad

Construir haplotipos para determinar su asociación con la susceptibilidad al desarrollar

obesidad.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

CLASIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN

Este es un estudio de casos y controles transversal, prospectivo y comparativo.

POBLACIÓN DE ESTUDIO: Se incluyeron 350 pacientes con diagnóstico clínico de

obesidad. Cada paciente fue evaluado por un médico endocrinólogo o internista, un médico

genetista y un nutriólogo, quienes llenaron la hoja de captación de datos que contiene

información demográfica de los pacientes (edad, sexo, origen geográfico, etc.), antecedentes

familiares, pruebas de laboratorio y gabinete (química sanguínea, perfil de lípidos, etc.).

Como controles se incluyeron 175 individuos sanos, pareados por sexo y origen geográfico.

Calculo del tamaño de muestra. El tamaño de muestra fue determinado con el

programa Quanto tomando en cuenta que la prevalencia de la obesidad en la población

mexicana es del 30% en adultos mayores de 20 años (ENSANUT 2006), con un poder

estadístico del 80% y un nivel de significancia (a) de 0.05, Dasí como la frecuencia alélica

más baja de los polimorfimos que se analizaron (1.2%) y un OR de 3.

Criterios de inclusión

Se incluyeron pacientes mexicanos mayores de 18 años con diagnóstico clínico de

obesidad. El diagnóstico clínico de la obesidad se realizó con base en el IMC, así como

en la circunferencia de cintura y los pacientes se clasificaron como: obesidad grado I

cuando el IMC fue de 30-34.9, obesidad grado II de 35.0 a 39.9 y obesidad mórbida

grado III aquellos que presentaron un IMC mayor de 40.0 (WHO, 1995; Kuller y cois.,

1993; NIH., 1998; González-Barranco, 2003 y Barquera y cois, 2002). Para el grupo

control, se seleccionaron Individuos sanos con un IMC<25 sin enfermedades endocrinas,
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mayores de 30 años, ambos sexos de acuerdo con los criterios establecidos por la OMS

(WHO, 1995; Kuller y cois., 1993; NIH., 1998; González-Barranco, 2003 y Barquera y

cois, 2002); una circunferencia de cintura: varones <102 cm. y mujeres < 88, que el peso

actual sea igual o ±5 Kg. al alcanzado después de la adolescencia (18 años) y que no

refieran antecedentes personales de enfermedades crónicas. Todos los pacientes y

controles fueron captados en la ciudad de México, pareados por sexo, con padres

nacidos en México.

Criterios de exclusión. Se excluyeron todos aquellos casos de obesidad causada por

disfunción endocrina, síndromes genéticos o secundarios a tratamiento farmacológico.

Temporalmente se excluyeron a los pacientes transfundidos en los últimos tres meses.

METODOLOGÍA

Análisis Molecular

I. Obtención de muestras y extracción de DNA

II. Extracción de sangre periférica de casos y controles

A todos los pacientes y controles se les tomó una muestra de 20 mi de sangre

periférica por venopunción. Se empleo EDTA como anticoagulante.

El DNA se obtuvo a partir de la muestra de 20 mi de sangre periférica.

Extracción del DNA genómico

El DNA se obtuvo a partir de la muestra de 20 mi de sangre periférica.

La extracción del DNA genómico se realizó a partir de los leucocitos totales de la

muestra de sangre periférica, utilizando el Maxi-Kit Quiagen y Gentra (kit comercial).

1. En un tubo falcon de 15 mi se agregaron 5 mi de sangre periférica y 200 □! de

protea sa.
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2. Al mismo tubo se le agregaron 6 mi de buffer AL (buffer de lisis) del Kit Quiagen,

cuidando de que el buffer no entre en contacto directo con la proteasa, ya que esta

puede quedar inactiva.

3. Se agitó ligeramente el tubo falcon durante 15 segundos y luego se mezclo

vigorosamente con un vortex durante 1 minuto.

4. Se incubó el tubo falcon a 70 °C por 10 minutos en un baño maría.

5. Se le agregaron 10 mi de etanol absoluto frío y se agitaron durante 15 segundos y

posteriormente se mezcló vigorosamente durante 1 minuto en un vortex.

6. Se pasó la mitad del producto a una columna puesta en un tubo falcon nuevo de

50 mi, y posteriormente se centrifugó a 5,000 r.p.m., durante 3 minutos.

7. Se desechó el filtrado y se vació a la columna el resto de producto que quedo en el

tubo falcon original, y nuevamente se volvió a centrifugar a 5, 000 r.p.m., durante 3

minutos.

8. Se desechó el filtrado y se agregaron 5 mi de buffer AW1 (buffer de lavado) del kit

Quiagen a la columna, posteriormente se centrifugó a 5, 000 r.p.m., durante 1

minuto.

9. Se decantó el filtrado y se agregó el segundo buffer AW2 (5 mi) del kit Quiagen a la
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columna, posteriormente se centrifugó a 5, 000 r.p.m., durante 15 minutos.

10. Las columnas se pasan a tubos nuevos (del kit) y el otro tubo se desecha con el

filtrado.

11. Al nuevo tubo se le agregaron 200 DI de buffer AE del kit Quiagen.

12. Finalmente se incubó el tubo durante 24 horas a temperatura ambiente y se

centrifugó a 5, 000 r.p.m., durante 2 minutos.

Cuantificación del DNA

Una vez que se obtuvo el DNA genómico de los casos y de los controles, se procedió a

cuantificar el DNA total de cada caso y cada control. Para realizar la cuantificación de DNA

se utilizo el equipo automatizado nanoDrop, modelo ND-1000 spectrophotometer. La

cuantificación del DNA se leyó a una longitud de onda de 280 nanómetros. Los datos

obtenidos de la cuantificación de cada muestra fue utilizada para realizar diluciones del DNA

genómico para el análisis de diversos SNPs en los genes de interés al estudio.

Diluciones del DNA de los casos - Controles y producción de las placas de PCR

para discriminación alélica

Para realizar los experimentos de discriminación alélica en el equipo de Tiempo Real, se

hicieron diluciones del DNA de cada uno de los pacientes con obesidad y de los individuos

sanos. Para obtener resultados confiables se homogenizaron las diluciones de los individuos

que entraron a participar en este estudio. Para la obtención de las diluciones y las placas se

realizó lo siguiente:
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1. Las diluciones para la discriminación alélica en el equipo de tiempo real se hicieron a

una concentración de 5 ng/ül. Por lo que todas las muestras se diluyeron con agua

destilada libre de DNasa, proteasas, etc (Gibco).

2. Posteriormente se hizo una placa maestra de 96 pozos con un volumen de 100 mi a

una concentración de 5ng/DI cada pozo. 92 pozos representan muestras de pacientes

mientras 4 pozos son controles negativos (NTC: No Témplate Control).

3. A partir de esta placa maestra se tomaron 2 Di de cada pozo con una pipeta

multicanal y se colocaron en varias placas siendo estas copias de la maestra para que

el DNA se evaporara.

4. posteriormente el DNA liofilizado quedó listo para ser analizado con las diferentes

sondas Taqman para los diferentes SNPs de los genes candidatos que fueron

analizados en este estudio.

Discriminación alélica mediante el método fluorescente de 5' exonucleasa

(Taqman).

En este estudio, del gen LEP se analizaron los SNPs -A4118G 5'flank/TFBS, -

C3233A 5'flank/TFBS, -G2548A 5'flank/TFBS de la región promotora y +A19G del exón

1/5’UTR, del gen LEPR, los SNPs K109R del exón 4, K656N del exón 14 y P1019P del exón

20 y del gen POMO, los SNPs C3755T 3’UTR y A7069G 3’UTR, por ser los que han

mostrado mayor asociación con obesidad en poblaciones diferentes. Además que aún no se

conoce ni la distribución ni su frecuencia en la población mexicana.

Para la realización de esta técnica, se necesito la amplificación de las regiones en donde se
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encuentra el SNP de cada gen que se analizó. Por lo tanto se necesito de la realización de

una PCR convencional (Polimerase Chain Reaction) contando con un par oligonucleotidos

que flanquearan el SNP a analizar así como dos sondas especificas de cada alelo analizado

de cada gen analizado. Todos los reactivos anteriores fueron proporcionados por el

proveedor Applied Biosystems (ver mezcla de reacción).

Condiciones de PCR

Pre-PCR

50 °C por dos minutos

95 °C por diez minutos

1. PCR

2 temperaturas, 45 ciclos

95 °C durante 0.15 segundos

60 °C durante 1 minuto

4 oo

1. la mezcla de reacción para la discriminación alélica consistió en lo siguiente:

a. 0.125 □! de la sonda para analizar el SNP junto con el par de primers

específicos para cada SNP

b. 0.125 DI de mezcla de reacción (enzima, buffer cloruro de magnesio)

c. 0.375 DI de agua.

2. a cada pozo de la placa de 96 pozos se le agregaron 5 Ul de mix.

3. las diferentes placas con el DNA liofilizado se analizaron para los diferentes SNPs -

4118A/G, - 3233C/A -2548G/A y +19 A/G en el gen LEP, K109R (A/G), K656N (G/C),

y P1019P (T/C) en el gen LEPR, y 3755T C/T y 7069G A/G en el gen POMC.

4. cada placa fue leída por un láser del equipo de Tiempo Real y los datos escaneados

fueron proporcionados por el software SDS 2.2 (Applied Biosystems; ver diagrama de
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flujo; Figura de 20).

5. posteriormente se capturaron manualmente los genotipos de cada individuo (casos y

controles) para analizar su frecuencia alélica y genotípica.

6. Finalmente se empleo el programa bioestadístico y bioinformático finetti para calcular

el equilibrio de Hardy-Weinberg y los riesgos de cada SNP en la susceptibilidad o

protección en la enfermedad.

Lo que ocurre en la reacción de la discriminación alélica mediante el método fluorescente de

5 '  exonucleasa (Taqman) es que las 2 sondas específicas para cada SNP, fueron marcadas

en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes (Por Applied Biosystems), las cuales en el

extremo 3 '  tendrán un “quencher” (TAMRA), que inhibe la emisión de fluorescencia mientras

la sonda permanece intacta. Durante la reacción de PCR los oligonucleótidos y la sonda

específica hibridan con la secuencia complementaria en el templado de DNA, al momento

que se inicia la síntesis de la cadena de DNA. La DNA polimerasa AmpliTaq Gold, que tiene

actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5’-3’, digiere la sonda marcada,

liberando al fluorocromo de la acción del “quencher”, haciendo posible discriminar entre un

alelo y otro con base en el tipo de fluorescencia emitida (Figura de 19).
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Figura 19. Discriminación alélica mediante el método fluorescente de 5'  exonucleasa
(Taqman). En esta técnica se utilizan 2 primers para flanquear el SNP y servir como cebadores para llevar a cabo la
amplificación de un fragmento de 150-pb de largo, y 2 sondas con o sin el potencial de hibridar cerca de la Terminal 5’ de la
sonda. Cada sonda tiene un fluoroforo reportero como por Ej. FAM fijado a la Terminal 5’, y un apagador en la Terminal 3’.
Cuando la molécula de la enzima TAQ polimerasa se encuentra una sonda unida durante el ciclo de polimerización, digiere
a la sonda en una dirección 5' a 3’, liberando el fluoroforo reportero para fluorecer. Si las condiciones son las adecuadas, la
sonda con una mala hibridación se unirá a su blanco en una manera significantemente menor, y no será digerido por la
TAQ. Como consecuencia, el espectro de fluorescencia debido al fluoroforo es indicativo de cierto genotipo.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 20 Plot que muestra los genotipos de un SNP. En esta imagen se muestra los genotipos de 92
individuos con obesidad. El SNP analizado en esta imagen es el -3233 C/A (8082) del gen de leptina. Los individuos que
tienen el genotipo A/A son detectados por la sonda con el fluoroforo Vic, mientras que otros que son homocigotos para C/C
son detectados por la sonda con el fluoroforo Fam. Por otro lado, también hay individuos que presentan ambos alélos, los
cuales representan los individuos heterocigotos. Los cuadros negros que se presentan en la gráfica son los controles
negativos (NTCs).
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BIBL IOTECA UACM
Diseño de oligonucleótidos y sondas específicas.

Los oligonucleótidos y las sondas fueron diseñadas utilizando el software Primer

Express 3.0 (Applied Biosystems).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO E INTERPRETACIÓN DE LOS DATOS

Calculo del tamaño de muestra.

El tamaño de muestra, mínimo necesario para obtener resultados óptimos con

diferencias estadísticamente significativas, fue determinado con el programa Quanto

(http://hydra.usc.edu/gxe). Se tomó en cuenta que la prevalencia de la obesidad en la

población mexicana es del 30% en adultos mayores de 20 años (ENSANUT 2006), con un

poder estadístico del 80% y un nivel de significancia (a) de 0.05, üasí como la frecuencia

alélica más baja de los polimorfimos que se analizaron (1.2%) y un OR de 3. El tamaño de

muestra requerida con un modelo de herencia recesivo para este estudio de acuerdo al

numero de los 750 controles fue de 750 individuos con obesidad. Con este número mínimo

se esperan diferencias estadísticamente significativas (p=0.05), ademas de un poder

estadístico del 80 %.

Análisis del Equilibrio de Hardy-Weinberg

La frecuencia de los SNPs analizados en una muestra de individuos mexicanos sanos

y con obesidad fue reportada en porcentaje. Se evaluó el equilibrio de Hardy-Weinberg de los

genotipos analizados mediante la prueba de Chi-cuadrada para determinar la significancia de

las diferencias en las frecuencias alélicas entre casos y controles. El análisis de todos los

SNPs y de todos los genes se realizó con el programa bioinformático y bioestadística

FINETTI, el cual examina el equilibrio de Hardy-Weinberg, el riesgo relativo (OR) con un

intervalo de confianza del 95% (95% IC), X2 y la significancia estadística del valor de p.
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Además analiza los valores de P comparando modelos de genotipos homocigoto y modelos

de genotipos heterocigoto (Tabla 3).

En cada prueba de hipótesis se consideró como significativo un valor de p<0.05.

Tests for deviation from Haidy-Weinberg
equilibrium

SNP

Tests for association (C.I.: 95° 0 convídente inteival)

Controls Cases
(Diferente

heteiozygous homozy’gous alíele positivitv
test

Risk alíele 1

| l l+]<->[ l l ] |11]<->[11+11] cominon odds ratio

Odds_ratio=0.655 Odds_ratio=0.452 Odd$jio=0.621
C.I=[0.394- M.152-  C.I.=[’o.385-

Odds_ratio=0.632

MO
|p=0.02B(P)

Odds_ratio=0 665

MR
hw

k i«
(Pearson)
k iw
p=0.203548(hct)

nll=236 (232.53)
12=58(R

n22=8(4.53)
h l<M.W

»1 13421 111 hM
>2.67 >2.14 >3.83 C
p=0.101% p=0.14345 p=0.05038

MIO
p=0.063500 (Pea™)

Risk alíele 1

[]]<->[]l |  P ¡I P 1 |  I11+11]<>| i ! |

Odds ratio=1.450 Odds raho=2.212 Odds raúo=2.005P 0-100479 (Exact) Q j l.583

C.l¿1.047-2.394]
Odds ratio=1.501

C.L=[0.461- c.140.745- C.M[0.680-
4.564] 6.570] 5.908]
chi2=0.41 >2 .14 >1 .65
p«8 H14345 P--0.19915

Tabla 3 .Obtenida de F1NETTI. Ejemplo de análisis de equilibrio de Hardy-Weinberg y de asociación de casos y
controles mediante el programa FINETTI.
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Formación de Haplotipos

Un haplotipo es una serie de alólos en varios loci ligados en un mismo cromosoma,

que por su cercanía tienden a segregar juntos.

Uno de los objetivos establecidos en el proyecto del mapa de haplotipos internacional

(Internacional HapMap Consortium 2003) es desarrollar el mapa de haplotipos del genoma

humano. El “HapMap”, el cual describirá los patrones comunes de variación de la secuencia

del DNA humano, se espera una fuente clave para los investigadores en usar para encontrar

genes que afecten, la salud, la enfermedad, y respuestas a fármacos y factores ambientales.

Los eventos de recombinación en el genoma no suceden de manera continua, en

cambio ocurren mas en sitios de recombinación llamados “hot-spots” (sitios calientes),

resultando en la formación de “bloques" a través de todo el genoma (Gabriel et al 2002).

Dentro de un bloque es poca la evidencia histórica de recombinación. Los SNPs dentro de un

bloque están en considerable desequilibrio de ligamiento (LD) y, así, para obtener la máxima

información de la variación genética, no es necesario en genotipificar todos los SNPs dentro

del bloque.

Dado el dramático incremento en el tamaño y el número de estudios de asociación en

el mundo y la enorme cantidad de datos públicos de genotipos del HapMap, las herramientas

para analizar, interpretar y visualizar estos datos son de crítica importancia para todos los

investigadores.

HAPLOVIEW

El programa Haploview esta diseñado para proveer un sitio comprensivo de

herramientas para el análisis de haplotipos para una amplia variedad de datos (Barret J.C.,

Fry B. Maller J. and Daly M.J., 2005) Haploview genera estadísticas de la cualidad de algún

marcador, información de LD, bloques de haplotipos, frecuencias de haplotipos en la

población y estadísticas de asociación de marcadores sencillos en un formato amigable para
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el usuario. Haploview calcula varias maneras en pares de LD, el cual es usado para crear

una representación gráfica. Una vez en grupos de marcadores son seleccionados

(automáticamente o manualmente), el programa genera haplotipos y sus frecuencias en la

población (Figura 21).

Figura 21. Desplegado de Haploview de LD con la taza de recombinación dibujada arriba (izquierda) y el
desplegado de haplotipos (derecha).

En este estudio, se utilizo el programa Haploview para la formación de haplotipos para

los SNPs de los genes LEP, LEPR y POMC , conocer su significancia estadística para saber

si existe asociación de los Haplotipos, su frecuencia en la población y la formación gráfica de

LD.

Ubicación del estudio

El análisis genético y el estudio molecular se realizaron en el Laboratorio de

Enfermedades Multifactoriales del INMEGEN dirigido por la Dra. Lorena Orozco.

El diagnóstico clínico se realizó en los Departamentos de Endocrinología y Medicina Interna

del ISSSTE.

CONSIDERACIONES ÉTICAS

Las muestras fueron obtenidas de los pacientes y de los individuos sanos que aceptaron

firmar la carta de consentimiento informado.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Captación de pacientes

Extracción de  san-
gre periférica

Extracción de DNA

Aplicación de la técnica
de TAQMAN

Discriminación alélica

Análisis de
Asociación por el

programa FINETTI

Figura 22. Estrategia experimental  seguida en  este estudio.
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RESULTADOS

POBLACIÓN DE ESTUDIO

Características de los sujetos.

Las características de la población en estudio se muestran en la tabla 4. Todos

los pacientes y controles fueron captados en la ciudad de México, en los Departamentos de

Endocrinología y Medicina Interna, de los hospitales 1o de Octubre y Lie. Adolfo López

Mateos del ISSSTE. Se incluyeron un total de 350 pacientes con diagnóstico de obesidad

establecida mediante IMC mayor a 30 Kg/m2 y 175 individuos con un IMC entre 18 y 25

Kg/m . El promedio de edad de los casos fue de 45.6 años mientras que de los controles fue

de 36.2 años.

Genotipificación de los SNPs del gen LEP, LEPR y POMC.

Tanto en los casos como en los controles, la mayoría de los SNPs analizados en los

genes de LEP (-4118A/G 5'flank/TFBS, -3233C/A 5'flank/TFBS, -2548G/A 5'flank/TFBS, y

+19A/G del Exón 1/5’UTRJ, LEPR (K109R, K656N y P1019P) y POMC (3755C/T y 7069A/GJ,

se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, a excepción del SNP K109R del codón 4

del gen LEPR, el cual se encontró en desequilibrio en los controles.
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Numero  de  pacientes y controles analizados en  este estudio.

Las  característ icas de  la población en  estudio se  muestran en  la tabla 4.

Tabla 4 .  Algunas de  las  características de  la  población mexicana en  estudio.

Características de  la población en  estudio.

Casos Promedio D.S. Controles Promedio D .S

Edad  años 45.6 13 .3 Edad  años 36.2 10 .7

Peso Kg. 89 .7 15 .9 Peso kg 61 .8 8 .7

IMC  Kg.  /m 32 11.5 IMG  Kg.  /m
23.3 2 .28

Grasa (%) 37 .3 13 Grasa (%)

""■"‘"■■'«MUWMUHaMM.MiaiaHHWgiKai

23 .97 8 .98

86



Gen LEP

SNP -4118A/G

La tabla 5 muestra la distribución de las frecuencias alélicas y genotípicas del

polimorfismo -4118A/G 5'flank/TFBS, localizado en el gen LEP, el cuál codifica para la

proteína leptina. En ambos grupos el genotipo más común fue el heterocigoto A/G. Tanto en

los casos como en los controles se observó una distribución similar en las frecuencias

genotípicas y alélicas, por lo que no se observaron diferencias estadísticamente

significativas.

La tabla 5 muestra tanto el número de casos como controles analizados, los

porcentajes, los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y valor de P fueron obtenidos

con el programa Finetti.

SNP -3233C/A

Los resultados obtenidos del SNP -3233C/A 5'flank/TFBS del gen LEP, no mostraron

asociación con susceptibilidad para padecer obesidad en la población mexicana estudiada

(tabla 6). El genotipo más frecuente fue el C/A. En la tabla 6 se muestran el número total de

pacientes y controles analizados, así como el porcentaje, los valores de riesgo, intervalo de

confianza, X2 y el valor de P.
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Tabla 5. SNP Análisis del SNP - 4118A/G 5' flank/TFBS del gen
LEPTINA en Obesidad (8084).

Genotipo
Controles
n=161 (%)

Casos
n=332 (%)

Genotipo
comparado

OR (95% IC) P

A/A 40 (25) 104(31) A/A vs. G/G 0.802(0.466-1.381) 0.63 0.42634

A/G 86(53) 155(47)

G/G 35(22) 73(22) A/A vs. A/G 0.693(0.442-1.087) 2.56 0.10962

Alelo Controles
n=322

Casos
n=490

OR (95 % I.C.) x2 P

A 166(52) 363(55) 0.882(0.676-1.152) 0.85 0.35751

G 156(48) 301(45)
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Tabla 6. Análisis del SNP - 3233C/A 5'flank/TFBS del gen LEPTINA

en Obesidad (8082).

Genotipo
Controles
n=172 (%)

Casos
n=346 (%)

Genotipo
comparado OR (95% IC) * P

C/C 53 (30.8) 94(27.1) C/C vs. A/A 1.582(0.931-2.690)2.89 3.08893

C/A 88(51.1) 165(47.6)

A/A 31(18) 87(25.1) C/C vs. C/A 0.693(0.442-1.087)0.07 0.79742

Alelo Controles
n=344

Casos
n=692

OR (95 % I.C.) y P

C 194(56) 353(51) 1.242(0.958-1.611) 2.67 0.10210

A 150(44) 339(49)
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SNP -2548G/A

Las frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo -2548G/A 5'flank/TFBS

localizado en el gen de LEP no mostraron diferencias significativas cuando comparamos los

pacientes con los controles (tabla 7). Al igual que los anteriores, el genotipo heterocigoto

G/A fue el más frecuente. La tabla 7 contiene el número total de pacientes y controles

analizados, así como el porcentaje, los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y el valor

de P.

SNP 19A/G

Los resultados derivados de la genotipificación del SNP 19A/G localizado en el Exón

1/5’UTR del gen LEP, no mostraron diferencias significativas cuando se compararon las

frecuencias de los genotipos y alólos entre los casos y los controles en la población

estudiada (Tabla 8). La tabla muestra el número total de pacientes y controles analizados, así

como el porcentaje, los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y P.

Después de que se analizaron los SNPs en forma individual y aislada se procedió a

construir los haplotipos con estos los cuatro polimorfismos del gen LEP (4118 A/G, -3233

C/A, -2548 G/A y 19A/G). En ocasiones los SNPs de manera individual no dan asociación a

obesidad, sin embargo cuando estos son parte de los haplotipos, pueden mostrar

asociaciones positivas. La construcción de los haplotipos se realizó con el programa

Haploview (Barret J.C., Fry B. Maller J. and Daly M.J., 2005).

Los resultados obtenidos mostraron 8 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre estos 4

marcadores genéticos ubicados en la región aledaña a sitios de unión a factores de

transcripción y del promotor del gen LEP (ver tabla 9).
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Tabla 7. Análisis del SNP - 2548G/A 5'flank/TFBS del gen LEPTINA

en Obesidad (8079).

Genotipo
Controles
n=172 (%)

Casos
n=338

Genotipo
comparado

OR (95% IC) P

G/G 47(27.3) 117(34.6) G/G vs. A/A 0.716(0.413-1.240) 1.43 0.23172

G/A 93(54) 164(48.5)

A/A 32(18.6) 57(16.7) G/G vs. G/A 0.708(0.464-1.082) 2 .56 0.10986

Alelo Controles
n=344

Casos
n=676

OR (95 % LC.) X2 P

G 187(54) 398(59) 0.832(0.640-1.081) 1.90 0.16804

A 157(46) 278(41)
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Tabla 8. Análisis del SNP 19 A/G Exon 1/5' UTR del gen LEPTINA en

Obesidad (6471).

Genotipo
Controles
n=166 (%)

Casos
n=349 (%)

Genotipo
comparado

OR (95% IC) P

A/A 36(21.6) 92(26.3) G/G vs. A/A 1.407(0.837-2.366) 1.66 0.19701

G/A 81(48.7) 168(48)

G/G 49(29.5) 89(25.5) G/G vs. G/A 1.142(0.737-1.770) 0.35 0.55254

Alelo Controles Casos OR(95%LC. )  >C P

n=332 n=698

A 153(46) 352(50) 1.190(0.916-1.5447) 1.70 0.1922Í

G 179(54) 346(50)
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-4118 A/G -2333 C/A -2548 G/A 19 A/G Frecuencias Proporción

caso-control

Valor de P

A A G A 0.414 0.430, 0.381 0.1296

G C A G 0.373 0.363, 0.395 0.3132

A C G G 0.059 0.058, 0.063 0.7272

G C G G 0.057 0.064, 0.043 0.1748

A A A A 0.034 0.048, 0.006 5

A C A G 0.024 0.013, 0.047 6

G A G A 0.022 0.009, 0.049 4.9

A C G A 0.012 0.013, 0.009 0.5586

Tabla 9. Haplotipos identificados de los SNPs -4118 A/G, -3233 C/A, -2548 G/A, y 19 A/G
del gen LEP. De acuerdo con este estudio, se obtuvieron 8 haplotipos diferentes, en esta tabla se representa las
diferentes combinaciones de los cuatro SNPs analizados del gen de LEP. Los haplotipos se presentan en la tabla en forma
descendente de acuerdo con su frecuencia en la población mexicana.
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Con el programa Haploview se identificaron varios haplotipos con diferentes porcentajes

entre casos y controles, pero ninguno de ellos mostró diferencias estadísticamente

significativas.

Gen LEPR

SNP K109R

El análisis de SNP K109R localizado en el exón 4 del gen LEPR se muestra en la

tabla 10. Esta tabla contiene el número total de pacientes y controles analizados, así como

el porcentaje, los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y P. La comparación de las

frecuencias tanto de genotipos como de alólos fue analizada por conteo directo entre todos

los casos y los controles.

Cuando se compararon las frecuencias de los alólos entre los casos y los

controles, no se encontraron diferencias significativas. Así mismo, la comparación del

genotipo homocigoto para A/A entre casos y controles, no se observaron diferencias en las

frecuencias. Lo mismo ocurrió al comparar las frecuencias para el homocigoto G/G. Sin

embargo, al comparar las frecuencias del genotipo heterocigoto (A/G), se encontró una

frecuencia mayor en los casos que en los controles, mostrando una diferencia

estadísticamente significativa (Tabla 10, P=0.01764). Cabe aclarar que en los controles la

distribución de los genotipos no se encontró en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 10. Análisis del SNP K109R (A/G: Exon 4) del gen LEPR en
Obesidad (8168).

Genotipo
Controles
n=163 (%)

Casos
n=337 (%)

Genotipo
comparado

OR (95% IC) P

A/A 93(57) 167(49.5) A/A vs. G/G 0.709(0.384-1.309) 1.22 0.26986

A/G 48(29.5) 142(42)

G/G 22(13.5) 28(8.3) A/A vs. A/G 1.647(1.089-2.492) 5.63 0.01764

Alelo Controles
n=326

Casos
n=674

OR (95 % LC.) X2 P

A 234(72) 476(71) 1.058(0.790-1.418) 0.14 0.70571

G 92(28) 198(29)
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SNP K656N

Los resultados del análisis del SNP K656N del exón 14 del gen LEPR se muestran en

la tabla 11, la cual contiene los valores de riesgo, intervalo de confianza, la X2 y el valor de P.

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en las frecuencias genotípicas

y alélicas entre los casos con obesidad y los controles.

SNP P1019P

El tercer SNP del gen de LEPR es el SNP P1019P localizado en el exón 20. Los

resultados del análisis se muestran en la tabla 12. Al igual que los SNP anteriores de LEPR,

para este SNP no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los casos

con obesidad y los controles, tanto la comparación con los genotipos como la comparación

de alólos. Los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y P se muestran en la misma

tabla.

Al igual que el gen de leptina, ya que se analizaron los SNPs en forma individual y aislada se

procedió a construir los haplotipos con los polimorfismos K109R A/G, K656N G/C, y P1019P

T/C del gen LEPR. También la construcción de los haplotipos se realizó con el programa

Haploview (Barret J.C., Fry B. Maller J. and Daly M.J., 2005).

Los resultados obtenidos mostraron 6 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre estos 3

marcadores genéticos ubicados a través de lo largo de las regiones codificantes del gen

LEPR (ver tabla 13).

El último haplotipo, ACT, que es el haplotipo menos frecuente, mostró una frecuencia

significativamente mayor en los controles que en los casos (P = 0.0275), revelando una

frecuencia de 0.011 en los casos y de 0.030 en controles. Estos hallazgos sugieren que este

haplotipo podría conferir protección a la población mexicana para desarrollar obesidad.
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Tabla 11. Análisis del SNP K656N G/C Exon 14 del gen LEPR en
Obesidad (2378).

Controles Casos Genotipo
Genotipo n=165(%) n=326 (%) comparado v

OR (95% IC) x P
G/G 108(65) 205(69) G/G vs. C/C 0.474(0.187-1.202) 2.57 0.10867

G/C 49(29) 81(27)

C/C 10(27.2) 9(3) G/G vs. G/C 0.871(0.570-1.331) 0.41 0.52305

Alelo Controles Casos OR(95%I.C.) X2 P
n=334 n=590

G 265(49) 491(83) 0.774(0.550-1.090) 2.16 0.14191

C 69(51) 99(17)
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Tabla 12. Análisis del SNP P1019P T/C Exon 20 del gen LEPR en

Obesidad (2383).

Genotipo
Controles
n=165(%)

Casos
n=326 (%)

Genotipo
comparado

OR (95% IC) P

T/T 42(25.4) 70(21.5) T/T vs. C/C 1 .173(0.694-1.983) 0.36 0.55034

T/C 78(47.2) 168(51.5)

C/C 45(27.2) 88(27) T/T vs. T/C 1.292(0.810-2.062) 1.16 0.28170

Alelo Controles
n=330

Casos
n=652

OR (95 % I.C.) X2 P

T 162(49) 308(47.2) 1.077(0.826-1.404) 0.30 0.58323

C 168(51) 344(52.7)
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K109 A/G
EXON 4

K656N G/C
Exón 14

P1019PT/C
Exón 20

Frecuencias
Proporción

caso-control

Valor de P

A G T 0.409 0.416, 0.396 0.5449

G G C 0.232 0.244, 0.208 0.1984

A C C 0.162 0.158, 0.171 0.5789

A G c 0.122 0.121, 0.123 0.9277

G G T 0.054 0.048, 0.067 0.1997

A C T 0.017 0.011, 0.030 0.0275

Tabla 13. Haplot ipos identif icados de  los  SNPs,  K109R A/G, K656N G/C,  y P1019P  T/C
de l  gen LEPR. De acuerdo con este estudio, se obtuvieron 6 haplotipos diferentes, en esta tabla se representa las
diferentes combinaciones de los tres SNPs analizados del gen de LEPR. Los haplotipos se presentan en la tabla en forma
descendente de acuerdo con su frecuencia en la población mexicana.
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Gen POMC

Otro de los genes analizados fue el POMC que codifica para la prohormona

proopiomelanocortina. Las variantes alélicas que se analizaron en este estudio fueron:

3755C/T y 7069A/G localizadas en la región 3’UTR del gen.

SNP 3755C/T

En la tabla 14 se muestra el análisis del SNP 3755C/T 3’ UTR. Las frecuencias

obtenidas tanto de los genotipos como de los alólos fueron analizadas por conteo directo

entre los casos y los controles. Los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2, y el valor de

P se presentan en la tabla 14. En ambos grupos, el genotipo más frecuente fue el

homocigoto C/C. Cuando se compararon las frecuencias de los genotipos con el programa

Finetti de los 302 pacientes obesos y los 116 individuos sanos, no se encontraron diferencias

estadísticamente significativas entre los casos y los controles. Sin embargo, la distribución de

los alólos mostró una frecuencia significativamente más alta del alelo de riesgo T en el grupo

de los controles que en el grupo de pacientes obesos (P = 0.02841), con un OR de 0.632 y

un intervalo de confianza de 0.418-0.995 (Tabla 14). Cabe hacer énfasis que nuestros

resultados apoyan lo observado en estudios anteriores, los cuáles revelan que este alelo se

encuentra asociado con valores bajos de IMC (Sutton B., et. al. 2005).

SNP 7069A/G

Los resultados del análisis del SNP 7069A/G 3’UTR del gen POMC se muestran en la

tabla 15. Los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2 y el valor de P se muestran en la

misma tabla. Para este SNP, la comparación de las frecuencias de los genotipos y de los
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alólos no mostró diferencias estadísticamente significativas entre los casos con obesidad y

los controles.

Tabla 14. Análisis del SNP C3755T C/T 3’ UTR del gen POMC en
Obesidad (2914).

Genotipo
Controles
n=116 (%)

Casos
n=302 (%)

Genotipo
comparado

OR (95% IC) * P

C/C 80(67) 236(78) C/C vs. T/T 0.452(0.152-1.342)2.14 0.14345

C/T 30(26) 58(19)

T/T 6(5) 8(3) C/C vs. C/T 0.655(0.394-1.090)2.67 0.10196

Alelo Controles
n=232

Casos
n=604

OR (95 % I.C.) X* P

C 190(82) 530(88) 0.632(0.418-0.995) 4.80 0.02841

T 42(18) 74(12)
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Tabla 15. Análisis del SNP A7069G A/G 3’ UTR del gen POMC en

Obesidad (0399).

Genotipo
Controles
n=154(%)

Casos
n=356 (%)

Genotipo
comparado

OR  (95% IC) P

G/G 45(29) 113(31.7) G/G vs. A/A 0.878(0.516-1.496) 0.23 0.63327

G/A 75(49) 168(47)

A/A 34(22) 75(21) G/G vs. G/A 0.892(0.575-1.385) 0.26 0.61059

Alelo Controles
n=308

Casos
n=712

OR  (95 % I.C.) X" P

T 165(82) 394(55) 0.931(0.712-1.218)0.27 0.60293

C 143(18) 318(45)
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Para la construcción de los haplotipos del gen POMC, se procedió de la misma manera que

los genes anteriores, combinando los SNPs, 3755 C/T de la región 3’ UTR y 7069 A/G de la

misma región del gen POMC. La construcción de los haplotipos se realizó también con el

programa Haploview (Barret J.C., Fry B. Maller J. and Daly M.J., 2005).

Los resultados obtenidos mostraron 3 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre estos 2

marcadores genéticos ubicados en la región 3 '  UTR del gen POMC (ver tabla 16).

El haplotipo AA, que es el menos frecuente, presentó diferencia estadísticamente

significativa al comparar los casos con los controles. La frecuencia de este haplotipo en los

casos fue de 0.111, mientras que en los controles esta fue de 0.160. Estos resultados

sugieren que al igual que el haplotipo ACT de LEPR, este podría ser un haplotipo que

confiere protección.
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3755 C/T 7069 A/G Frecuencias
Proporción

caso-control
Valor de P

G G 0.546 0.557, 0.522 0.3068

A G 0.321 0.328, 0.307 0.5165

A A 0.127 0.111, 0.160 0.0303

Tabla 16. Haplotipos identificados de los SNPs, 3755 C/T de la región 3’ UTR y 7069 A/G
de la misma región del gen POMO. De acuerdo con este estudio, se obtuvo 3 haplotipos diferentes, en esta
tabla se representa las diferentes combinaciones de dos SNPs analizados del gen de POMC. Los haplotipos se presentan
en la tabla en forma descendente de acuerdo con su frecuencia en la población mexicana.
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Discusión

La obesidad y sus fenotipos relacionados son patologías muy complejas y

heterogéneas en cuya etiología participan de manera muy importante, diversos componentes

genéticos, cuya expresión está influenciada por el medio ambiente.

El incremento de la incidencia de la obesidad es una observación mundial y

México no es la excepción. En el mundo existen más de 1,400 millones de personas

afectadas y en México cerca del 70% de la población general la padece. Estudios

epidemiológicos describen que en nuestro país más del 30% de los adultos mayores de 20

años y casi un tercio de la población infantil tiene sobrepeso u obesidad. La Encuesta

Nacional de Salud 2006 (ENSA 2006) mostró que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en

adultos está entre las más altas del mundo (Sánchez-Castillo, 2003). Por otro lado, se ha

documentado que de los países de América Latina, México se encuentra entre los de más

alta prevalencia de sobrepeso en niños (Del Rio-Navarro y cois, 2004). Aunado a esto, el

hecho de tener sobrepeso u obesidad conlleva a un mayor riesgo de mortalidad o de

desarrollo de múltiples padecimientos principalmente, enfermedad coronaria, diabetes tipo 2,

cáncer y enfermedad vascular cerebral, que actualmente son las principales causas de

muerte en nuestro país. Así, la obesidad y el sobrepeso se han convertido en un serio

problema de salud pública en los países occidentalizados. Es evidente que el control de este

desorden metabólico incide directamente en la morbo-mortalidad de muchos padecimientos,

sin embargo a la fecha no se dispone de estrategias de prevención, diagnóstico y tratamiento

suficientemente eficaces. Por lo tanto, es impostergable identificar los factores etiológicos

involucrados en la ganancia de peso y sus consecuencias fisiopatológicas.

Gracias al extraordinario avance de la tecnología biomédica, la avalancha de

conocimiento que ha surgido en los últimos años ha permitido una reducción de la brecha
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existente entre el descubrimiento de los mecanismos moleculares y su aplicación en la

práctica clínica. El desafío que afronta la medicina actual desde la secuenciación del genoma

humano es la identificación de las diferencias genómicas (polimorfismos) en la secuencia del

ácido desoxirribonucleico (ADN) que hacen que algunos individuos sean más susceptibles a

padecer enfermedades comunes, como la obesidad. Estos avances han iniciado un

desarrollo exponencial y abren la posibilidad de predecir el tipo y variante de enfermedad a

desarrollar.

La identificación de genes involucrados en la obesidad de origen monogénico,

sindromático y multifactorial han incrementado nuestro conocimiento de los mecanismos

implicados en el fenotipo. La obesidad de origen multifactorial no sólo es la más común, sino

la más compleja desde el punto de vista fisiopatológico. Aunado a esto, el gran número de

genes que han mostrado un posible papel en la etiopatogenia de la obesidad, apoya la

hipótesis de que este padecimiento existe una gran heterogeneidad genética y que esta varía

entre los diferentes grupos étnicos, por lo que los genes candidatos deben ser estudiados en

cada una de las poblaciones. A la fecha se han asociado más de 20 genes candidatos al

fenotipo obeso, aunque con contribuciones discretas y de múltiples genes, los cuales han

sido asociados de forma reproducidle en varias poblaciones.

Si bien en los últimos años se ha avanzado vertiginosamente en la exploración

genética de la obesidad, todavía estamos muy lejos de entender este complejo fenómeno de

manera integral.

Inicialmente, la caracterización genética de la obesidad se derivó de modelos

obesos de ratón (ob/ob, db/db, fat, y tubby). Estos ratones tenían separadamente mutaciones

recesivas en los genes Lep, Lepr, Pomc Mc4r y Mc3r, donde claramente estos genes clave

pertenecían a la misma vía metabólica (vía de la Leptina/Melanocortina). La transferencia de

estos conocimientos a los casos clínicos, validan el papel de estos genes en la obesidad
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humana, poniendo las vías Leptina/Melanocortina como las vías primarias de la regulación

de la homeostasis de la energía. Actualmente la vía de la Leptina está bien descrita y

caracterizada y se están llevando a cabo varios estudios epidemiológicos en obesidad

multifactorial.

En esta tesis se realizó un estudio de asociación en casos y controles, donde se

comparó la frecuencia de un marcador entre casos no relacionados y un grupo control, y se

investigó su coocurrencia con la enfermedad. Se analizaron SNPs localizados en los genes

LEP, LEPR y POMC y se investigó su asociación con obesidad en la población mexicana en

350 casos y 175 controles.

En estudios previos en el gen LEP, los alólos -4118A/G, y -3233C/A, mostraron

asociación con obesidad y niveles bajos de leptina (Jiang, Y. et al., 2004). Estos resultados

fueron sustentados en estudios en familias por la prueba de desequilibrio de transmisión,

encontrándose la asociación en el género masculino. Mediante un análisis ¡n silico, se

predice que estos SNPs pueden modificar los sitios de unión a factores de transcripción en la

región 5' UTR del gen, lo cual sugiere que pueden estar implicados en la regulación de la

transcripción del gen de leptina. En nuestro estudio, los SNPs analizados, la distribución de

los genotipos y los alólos fue similar tanto en el grupo control como en los pacientes con

obesidad; sin embargo, no se realizó estratificación por género.

Los marcadores 19A/G y -2548G/A del gen LEP, los cuáles ya habían mostrado

asociación con el IMC y rasgos relacionados al peso del cuerpo (Hager et al. 1998; Mammes

et al. 1998, 2000; L¡ et al. 1999), tampoco mostraron asociación en la población mexicana

estudiada. Tres de los SNPs examinados en LEP, (-4118A/G, -3233C/A y -2548G/A) se

encuentran en secuencias aledañas a la región 5’/TFBS, mientras que el polimorfismo 19A/G

se localiza en el primer exón del gen LEP. En resumen, los marcadores -4118A/G, -3233C/A,

19A/G y -2548G/A, del gen de leptina, no mostraron diferencias estadísticamente
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del genotipo heterocigoto (A/G) en los casos que en los controles, con una diferencia

estadísticamente significativa (Tabla 6, P=0.01764), sin embargo, está asociación podría ser

la consecuencia del desequilibrio de Hardy-Weinberg observada en los controles. Este

hallazgo debe ser analizado con más profundidad, ya que de todos los genotipos analizados,

éste fue el único que mostró desequilibrio en la distribución de los genotipos, y aunque

debemos descartar presencia de estratificación de la población, también se debe de

considerar la posibilidad de que este genotipo se encuentre asociado a un IMG bajo, ya que

la selección de los controles está dirigida a un grupo de individuos con un rasgo fenotípico

específico, como un IMC entre 18 y 25 Kg/m2. De estas observaciones surge la necesidad de

realizar estudios posteriores de asociación en familias utilizando la prueba de desequilibrio

de transmisión, ya que en este trabajo no se captaron a los familiares de los pacientes.

Por otra parte, los polimorfismos K656N y P1019P no mostraron diferencias

estadísticamente significativas en la frecuencia de los alólos o la distribución de los genotipos

entre los casos y controles analizados.

En el análisis de estos SNPs cuando son parte de haplotipos, no se mostró relevancia

en la diferencia estadísticamente significativa en la susceptibilidad a desarrollar obesidad.

Los resultados obtenidos mostraron 6 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre estos 3

marcadores genéticos ubicados a través de lo largo de las regiones codificantes del gen

LEPR. Solo el haplotipo ACT de los tres marcadores, mostró una diferencia estadísticamente

significativa (p=0.0275) pero se puede considerar de protección por tener una mayor

frecuencia en los controles que en los casos. Este haplotipo fue el menos frecuente del gen

de LEPR. En estudios anteriores, el haplotipo GCA en población inglesa se asoció a

obesidad (Yong L. et al. 2004).
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significativas en la frecuencia de los alólos o la distribución genotípica observada entre

sujetos con IMC normal y sujetos con obesidad en población mexicana.

Hay ocasiones que los SNPs analizados solos no dan asociación a susceptibilidad a padecer

obesidad, sin embargo, muchas veces varios SNPs en el mismo gen siendo parte de los

haplotipos, han mostrado asociarse a susceptibilidad a padecer obesidad (Yong L. et al.

2004; Jiang, Y. et al., 2004).

.Los resultados obtenidos mostraron 8 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre

estos 4 marcadores genéticos ubicados en la región flanqueante a sitios de unión a factores

de transcripción y del promotor del gen LEP. En estudios previos, estos SNPs formando

parte de haplotipos les resulto asociación a susceptibilidad a padecer obesidad

específicamente en hombres (Jiang, Y. et al., 2004).

Los SNPs analizados en el gen LEPR que codifica para el receptor de leptina

fueron: K109R localizado en el exón 4, el cual implica un cambio en el codón 109 (AAG >

AGG) que conlleva a un cambio conservativo de una lisina por una arginina en el receptor de

leptina; K656N que se localiza en el exón 14 y afecta el codón 656 (AAG > AAC) generando

un cambio no conservativo de una lisina por una asparagina en la proteína, y por último el

SNP P1019P localizado en el exón 20 que implica una transición silenciosa G > A en el

codón 1019. Estas variantes comunes, las cuales ya habían sido analizadas en población

caucásica (Jun Liu Y et. al. 2004; Yvon C. et al. 2000) e indios pima (D. Bruce Thompson, et.

al. 1997), se han asociado a altos niveles de leptina (resistencia a leptina), diferencias

topográficas de la distribución de grasa, IMC, circunferencia de cintura, metabolismo de

glucosa e insulina, ciertos desordenes en el control de la alimentación, etc. De hecho, ambos

polimorfismos se encuentran en codones para la región extracelular de la proteína donde el

receptor se une a su ligando leptina, lo que sugiere que estos cambios podrían modificar la

función del receptor. En este trabajo el análisis del SNP K109R mostró una mayor frecuencia
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El hecho de que no se haya encontrado asociación entre los SNPs examinados en

este estudio en los genes de leptina y receptor de leptina y la obesidad en población

mexicana, no descarta la posibilidad de que estos se encuentren asociados a otros fenotipos

relacionados con la obesidad, tales como niveles de colesterol, triglicéridos, HDL, LDL, etc.

Por otra parte, independientemente de que los polimorfismos de un solo nucleótido afecten la

función de la proteína o no, en enfermedades comunes o con influencia multifactorial como la

obesidad, la ausencia de asociación no necesariamente significa falta de efecto; la

sustitución de algún aminoácido podría ser compensado por algún otro medio, ruta

metabólica, o por factores genotípicos adicionales (epistasis), que puedan estar implicados y

que necesitan ser tomados en cuenta antes de que el fenotipo (obesidad) se manifieste. Así

mismo, es necesario ampliar el tamaño de la muestra, dado que muchas vahantes que

contribuyen al desarrollo de enfermedades complejas como la obesidad, tienen efectos

modestos.

Otro de los genes analizados fue el POMC debido a su relevancia funcional en la vía

de la leptina. El análisis del polimorfismo 7069A/G 3’UTR, en el gen POMC, no mostró

diferencias estadísticamente significativas en la frecuencias alélicas o la distribución

genotípica entre obesos y controles. Sin embargo, el polimorfismo 3755C/T, mostró

asociación con un IMC <25 Kg/m2 (OR = 0.632, 95% IC 0.418-0.995; P - 0.02841; Tabla 9).

Estos resultados son similares a los reportados por Sutton B., et. Al, donde el polimorfismo

3755C/T muestra evidencia de asociación con un bajo IMC y circunferencia de cintura.

Combinando el alelo T en varios haplotipos se observa que esta asociación está dada a

expensas de este alelo (Sutton B., et. al. 2005). Se sugiere que esta vahante está en

desequilibrio de ligamiento con algún otro polimorfismo cercano a una región reguladora del

gen, ya que este SNP no parece participar directamente en la función de este gen, por lo que
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seria importante estudiar el comportamiento en nuestra población de otros SNPs localizados

en el gen POMC.

Los resultados obtenidos en el polimorfismo 3755C/T en la muestra analizada

sugieren, que este el aleo T se asocia con un IMC bajo y protege al desarrollo de obesidad

en la población mexicana.

Para la construcción de los haplotipos del gen POMC, se procedió de la misma manera que

los genes anteriores, ya que se habían analizado los SNPs en forma individual y aislada se

procedió a construir los haplotipos con estos dos SNPs, 3755 C/T de la región 3’ UTR y 7069

A/G de la misma región del gen POMC. Los resultados obtenidos mostraron 3

combinaciones de SNPs (haplotipos) entre estos 2 marcadores genéticos ubicados en la

región 3' UTR del gen POMC. En el análisis de estos SNPs cuando son parte de haplotipos,

no se mostró relevancia en la diferencia estadísticamente significativa en la susceptibilidad

a desarrollar obesidad. Solo el haplotipo AA de los dos marcadores, mostró una diferencia

estadísticamente significativa (p=0.0303) pero se puede considerar de protección por tener

una mayor frecuencia en los controles que en los casos. Este haplotipo fue el menos

frecuente del gen de POMC. En estudios previos, en población México-Americana, el

haplotipo TA se asocio a niveles bajos de IMC (Sutton et al. 2005).

Conforme el conocimiento genético en obesidad vaya avanzando junto con nuevos

descubrimientos, y más estudios en obesidad con fenotipos bien definidos y más

asociaciones con mutaciones genéticas se tengan más completas, se podrán elucidar los

factores genéticos específicos que predisponen a obesidad en los seres humanos.
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En resumen, en este trabajo se identificó un gen (PO/WC) asociado a un IMC <25

Kg/m en la población mexicana. Los resultados de esta tesis apoyan la hipótesis de que en

la obesidad existe una gran heterogeneidad genética y ésta varía de una población a otra, ya

que polimorfismos que mostraron evidencia de asociación en otras poblaciones, no se

encontraron asociados en este estudio, por lo que los genes candidatos deben ser

estudiados en cada una de las poblaciones. Por otra parte, aún queda por realizar estudios

adicionales en otros genes y correlacionar las variantes analizadas en este trabajo, con los

fenotipos relacionados con la obesidad.
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Conclusiones y Perspectivas

1. El análisis de los polimorfismos LEP-4118A/G, LEP-3233C/A, LEP-2548G/A,

LEP19A/G, LEPRK656N, LEPRP1019P y POMC7069A/G, sugieren que estos no se

encuentran asociados a la obesidad en población mexicana. Sin embargo no podemos

descartar que estos polimorfismos se encuentren asociados con alguno de los

fenotipos relacionados con la obesidad.

2. Los resultados obtenidos con el polimorfismo 3755C/T del gen POMC en la muestra

analizada sugieren, que el alelo T se asocia con un IMC bajo y protege al desarrollo

de obesidad en la población mexicana. Los resultados derivados de este polimorfismo

confirman previas asociaciones descritas en otras poblaciones analizadas.

3. En este trabajo el heterocigoto A/G del SNP K109R se encontró con una frecuencia

significativamente mayor en los casos que en los controles, sin embargo, está

asociación podría ser la consecuencia del desequilibrio de Hardy-Weinberg observada

en los controles. Se debe descartar la presencia de estratificación de la población,

pero también se debe de considerar la posibilidad de que este genotipo se encuentre

asociado a un IMG entre 18 y 25 Kg/m2.

4. Este estudio apoya la hipótesis de que en la obesidad existe una gran heterogeneidad

genética y ésta varía de una población a otra, por lo que otros genes candidatos

deben ser estudiados con detalle en cada una de las poblaciones.

5. Es necesario aumentar la muestra.

6. El análisis de los haplotipos formados con los polimorfismos del gen LEP, no se

encontraron asociados a obesidad en población mexicana.

113



7. La mayoría de los haplotipos formados con sus respectivos marcadores de los genes

LEPR y POMC, no se encontraron asociados a obesidad en población mexicana

8. Solo el haplotipo ACT del gen de LEPR, en la muestra analizada sugiere se asocia a

un IMC bajo y protege al desarrollo de obesidad en la población mexicana.

9. El haplotipo AA del gen POMC, en la muestra analizada sugiere se asocia a un IMC

bajo y protege al desarrollo de obesidad en la población mexicana.
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