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Abstract

Obesity is a risk factor for the development of several diseases such as hypertension, metabolic
syndrome, diabetes mellitus type 1 and 2, cardiovascular diseases, among others. In Mexico, this
deseases are very common and information about the polymorphisms in genes encoding proteins
involved in lipid metabolism is poor. The aim of the study was to determine the frequency and
analyze the distribution of Q223R polymorphism in the gene for leptin receptor LEPR. Q223R has
been associated with obesity, diabetes mellitus and cancer. 102 unrelated individuals from Sinaloa
state were studied. Genotyping was performed by restriction fragment length polymorphism (RFLP)
and genotype frequencies were obtained: AA (0.4059), AG (0.4852) and GG (0.1089) Allele
frequencies for A (0.6485) and G (0.3515) were also determined.

1 Introduccidén

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que
puede ser perjudicial para la salud. Una forma simple de medir la obesidad es el indice de masa
corporal (IMC), esto es el peso de una persona en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en
metros. Una persona con un IMC igual o superior a 30 es considerada obesa y con un IMC igual o
superior a 25 es considerada con sobrepeso. El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para
numerosas enfermedades cronicas, entre las que se incluyen la diabetes, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (OMS, 2011). La obesidad es una condicién muy comdn en sociedades
industrializadas y su frecuencia se incrementa con rapidez. Su etiologia es compleja y resulta del
efecto combinado de genes, ambiente, estilo de vida y sus interacciones (Murugesan et al, 2010).

A nivel mundial, un estudio realizado por la Organizacion Mundial de la Salud mostro que
1500 millones de adultos de 20 y mas afios tenian sobrepeso. De esta cifra, mas de 200 millones de
hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran obesos. En general, mas de una de cada 10
personas de la poblacion adulta mundial eran obesas. En 2010, alrededor de 43 millones de nifios
menores de cinco afos de edad tenian sobrepeso (OMS, 2011).

En México, el sobrepeso y la obesidad son problemas que afectan a cerca de 70% de la
poblacién (mujeres, 71.9 %, hombres, 66.7%) entre los 30 y 60 afios, en ambos sexos. Sin embargo,
entre las mujeres existe un mayor porcentaje de obesidad —indice de masa corporal igual 0 mayor a
30— que entre los hombres. La prevalencia de obesidad en los adultos mexicanos ha ido
incrementando con el tiempo. En 1993, resultados de la Encuesta Nacional de Enfermedades
Crdnicas mostraron que la prevalencia de obesidad en adultos era de 21.5%, mientras que con datos
de la ENSA 2000 se observo que 24% de los adultos en nuestro pais la padecian y, actualmente, con
mediciones obtenidas por la ENSANUT 2006, se encontré que alrededor de 30% de la poblacion
mayor de 20 afios (mujeres, 34.5 %, hombres, 24.2%) tiene obesidad. La prevalencia nacional de
sobrepeso y obesidad en nifios de 5 a 11 afios, es de alrededor de 26%, para ambos sexos, 26.8% en
nifias y 25.9% en nifios, lo que representa alrededor de 4 158 800 escolares. Ademas, uno de cada
tres hombres o mujeres adolescentes tiene sobrepeso u obesidad. Esto representa alrededor de 5 757
400 adolescentes en el pais. Estas cifras deben tomarse en consideracion sobre todo debido a que el
sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo importantes para el desarrollo de enfermedades
cronicas, incluyendo las cardiovasculares, diabetes y cancer (Olaiz-Fernandez et al, 2006).

La leptina, una proteina de 16 kD, tiene una participacion muy importante en la regulacion
del peso corporal actuando sobre el cerebro regulando el apetito, cuando se almacena suficiente
energia en el tejido adiposo y el individuo esta bien alimentado, las sefiales aferentes de adiposidad,
entre ellas la leptina, se liberan en las unidades procesadoras neuronales centrales, en el hipotalamo
donde las sefiales de adiposidad inhiben los circuitos anabdlicos y activan los circuitos catabdlicos.
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Las ramas efectoras de estos circuitos centrales impactan a continuacion en el balance
energético inhibiendo la ingestion y promoviendo el gasto energético (Kane, 2005). La leptina esta
formada por 167 aminoécidos y esta codificada en el gen LEP cuyo locus es 7g31.3. El gen LEP
mide aproximadamente 20 kb y esta formado por 3 exones separados por 2 intrones. La leptina es
expresada principalmente tejido adiposo, sin embargo, es posible encontrarla en otros tejidos como
placenta, glandula mamaria, testiculo, ovario, endometrio, estomago, hipotalamo, entre otros.

Defectos en la leptina causan graves casos de obesidad hereditaria en humanos y ratones
(Kelesidis et al, 2010; Bliher et al, 2009).

Ademaés de sus efectos en el peso corporal, la leptina tiene otras funciones que incluyen
regulacién de hematopoyesis, angiogénesis y las respuestas inmune e inflamatoria (OMIMa;
Kelesidis et al, 2010; Bluher et al, 2009).

La leptina actda a traves de la unidén con un receptor especifico (LEPR) expresado en el
cerebro y en tejidos periféricos. EI LEPR es un receptor con solo dominio transmembrana de la
familia de los receptores de citocinas que puede encontrarse en diversas formas de empalme
alternativo. El gen mide 216503 pb y estd formado por 20 exones (18 codificantes), su locus es
1p31. EI LEPR es un miembro de la familia gp130 de receptores de citocinas los cuales estimulan la
transcripcion por medio de la activacion de la proteina STAT citosolica (OMIMDb; Kelesidis et al,
2010; Yiannakouris et al, 2001).

Diversos estudios has indagado la asociacion entre diferentes polimorfismos del gen LEPR y
obesidad con resultados contradictorios (Ben Ali et al, 2009). El polimorfismo Q223R ha mostraron
algunos estudios un asociacion significativa con la obesidad (Yiannakouris et al, 2001; Furusawa et
al, 2010; Murugesan et al, 2010) sin embargo, en otros casos no se encontrd dicha asociacidn
(Stratigopoulos et al, 2009; Constantin et al, 2010). Lo anterior puede ser explicado por variaciones
genéticas y/o ambientales entre las diferentes poblaciones de estudio y deja de manifiesto la
necesidad de contar con la mayor informacion posible de la estructura genética de cada poblacion.
Por lo tanto, es importante conocer la frecuencia y distribucion del polimorfismo Q223L en la
poblacion general Mexicana para poder realizar estudios de asociacién entre dicho polimorfismo y
enfermedades cronicas.

1.1 Materiales y métodos

Extraccion de DNA:

El DNA gendémico se obtuvo a partir de sangre periférica total en tubos con EDTA como
anticoagulante. Para la extraccion, se utilizo en método de Miller que consta de lisis celular con
SDS, precipitacion proteica con NaCl y precipitacion de DNA con etanol. EI DNA extraido fue
disuelto en una solucién de TE (Tris-HCIl y EDTA). La cuantificacion y determinacion de pureza
del DNA se realiz6 por espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.

Genotipificacion:

Se realizd mediante una  PCR-RFLP utilizando los  oligonucleétidos
5’CTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAGT 3° y 5’ GAAGCCACTCTTAATACCCCCAGTA 3’,
sentido y anti-sentido respectivamente, y la enzima de restriccion Hpall. Los fragmentos obtenidos
de la digestion fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida. Todos los ensayos
incluian un control negativo para descartar contaminacién y los genotipos fueron interpretados por
tres personas de forma independiente. Asimismo, se utilizaron como controles de digestion
muestras previamente genotipificadas por secuenciacion.



Andlisis estadistico:

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron obtenidas por conteo directo. El equilibrio de
Hardy- Weinberg se evaluo a través de una prueba de X2.

1.2 Resultados y discusion

Se realizé la genotipificacion de 102 individuos de la poblacion general de Sinaloa y se encontraron
los siguientes resultados:

- Homocigotos silvestres (AA): 41
- Heterocigotos (AG): 49
- Homocigotos mutados (GG): 11

Asimismo, la frecuencias alélicas encontradas son 0.6485 para A y 0.3515 para G.

A partir de las frecuencias genotipicas se evalu6 el equilibrio de Hardy-Weinberg y se
obtuvo una X2 de 0.4161 que corresponde a valor p de 0.5189 por lo que el polimorfismo se
encuentra en equilibrio para la poblacion de estudio.

Los estudios de asociacion con genes candidatos son muy relevantes en diversas areas de la
biologia y medicina (clinica, farmacologia, epidemiologia, farmacogendmica, etc.).

A medida que aumente la cantidad de informacion de los genes candidatos y sus
polimorfismos se incrementara también la posibilidad de realizar estudios de asociacién de dichos
factores genéticos con diferentes enfermedades y poblaciones con la finalidad de indagar su
participacion en la susceptibilidad o respuesta al tratamiento. Los polimorfismos del gen LEPR,
como Q223R, han demostrado tener una participacion importante en obesidad y diabetes mellitus,
sin embargo, algunos resultados son contradictorios posiblemente debido a diferencias ambientales,
culturales y genéticas entre las 4 poblaciones estudiadas. En la tabla 1 se muestran las frecuencias
alélicas y genotipicas del polimorfismo Q223R en diversas poblaciones:

Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas para Q223R por poblacion
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1.3 Conclusiones

Se analizaron un total de 102 muestras y se obtuvieron las frecuencias genotipicas para AA
(0.4059), AG (0.4852) y GG (0.1089) del polimorfismo Q223R en el gen LEPR de poblacion
general del Estado de Sinaloa México. Asimismo se determinaron las frecuencias alélicas para A
(0.6485) y G (0.3515). El polimorfismo Q223R se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg para
la poblacidn estudiada.
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