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Resumen

Objetivo: Determinar la relacion que existe entre la obesidad y alteraciones genéticas en la via
leptina/melanocortinaen la poblacion ecuatoriana. Disefio: Es una serie de casos de 17 pacientes
escogidos al azar por disponibilidad durante el periodo de abril 2011 a abril 2012. Se obtuvo Talla,
peso, edad, sexo, IMC y enfermedades hasta la segunda generacidn ascendente y pedigree del sujeto,
una muestra sanguinea venosa. Los sujetos cumplieron con los criterios de tener entre 18 a 65 afios,
IMC > 35 con alguna comorbilidad o IMC> 40 sin comorbilidad, obesidad resistente a cambios en estilo
de vida y que presente un patrén heredo-familiar. Se realizara el analisis estadistico de la prevalencia
en la muestra. Resultados: Encontramos una correlacién del 47% de obesidad con los padres de los
sujetos. La prevalencia absoluta de alteraciones en los genes estudiados fue de 88% (n=17)
Conclusiones: Aunque encontramos relacion entre nuestros resultados y otros estudios en cuanto a la
prevalencia del gen méas comun MC4R, encontramos alta prevalencia en otros genes como SIM1 y
LEPR por lo que creemos necesario realizar estudios con controles y muestras més grandes.

Abstract

Objective: Determine the link between obesity and genetic alterations in the leptin/melanocortin system
in the Ecuadorian population. Design: it is a clinical series of 17 patients randomly selected by
availability between April 2011 and April 2012. We collected size, weight, age, sex, BMI and diseases
known up to the second degree of upstream consanguinity. All study subjects had to comply with the
following criteria: 18 to 65 years old, BMI > 35 kg/m? with one comorbidity or BMI> 40 kg/m2, obesity
resistant to lifestyle changes and familiar linkage. The prevalence of genetic alterations of the sample
will be the main outcome. Results: We found a correlation of 47% of obesity in subject’s parents. The
absolute prevalence of alterations in the studied genes was 88% (n=17) Conclusions: Although we
found a relation among our results and other studies in relation of the prevalence of the most common
gene MC4R, we found a higher prevalence in other genes like SIM1 and LEPR so we think it is
necessary to conduct other studies with control subjects and bigger samples.
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Introduccion

Existen multiples métodos para evaluar la obesidad de un paciente sin embargo el mas cominmente
utilizado es el indice de Masa Corporal (IMC) que corresponde al peso del individuo en kilogramos
sobre la altura en metros al cuadrado (Kg/M2) por su simplicidad y bajo costo.2La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) define con sobrepeso a la persona con un IMC igual o mayor 25 y Obesidad a una
persona con IMC igual o mayor a 30.'"El mecanismo etiolégico de la obesidad no es conocido por
completo. Se conocen que corresponde a la interaccion de multiples factores, pero principalmente la
interaccion entre factores ambientales y genéticos*. El factor de herencia asociado al peso corporal
corresponde entre un 40% a un 70% de la predisposicion de un individuo a ser obeso®.En estudios de
adopcion, la severidad de obesidad fue mas concordante con los padres biologicos que adoptivos.®
Incluso los IMC de gemelos homocigdticos tienen mas similitud entre si que la de los gemelos
dicigoticos a pesar de que no hayan compartido el mismo ambiente’. Una de las mecanismos
endocrinoldgicos asociados a factores genéticos de obesidad es la via leptina/melanocortina?? 13
Alteraciones en los genes implicados en esta via, que son:los de los receptores 4, 3 y 2 de la
Melanocortina (MC4R, MC3R, MC2R), del gen de la Propiomelacortina(POMC), el gen de la leptina
(LEP) y su receptor(LEPR), ademés del gen homologo humano de la proteina de la Drosophila 1 single

minded (SIM1), pueden provocar obesidad 213

En el Ecuador no hay estudios que determinen alteraciones de genes relacionados con la obesidad.
Segun estadisticas de la OMS en el periodo del 2000-2009 la prevalencia de sobrepeso en la
poblacion general ecuatoriana ha sido de 5,1 %, y la prevalencia de obesidad en mujeres mayores de

20 afios es de 28.2% y en hombres mayores de 20 afios es 15.7% 4.

En el presente estudio se ha determinado la prevalencia que existe de deleciones y duplicaciones en

los genes de la via leptina/melanocortina y sujetos con obesidad.



Materiales y métodos

Nuestro estudio es la presentacion de una serie de casos, con una muestra de 22 sujetos, elegidas al

azar sin importar el género y que presente obesidad clinica.

La muestra constara de todos los pacientes que durante el periodo del estudio cumplieron con los
siguientes requisitos:

Criterios de inclusion: IMC > 35 con una comorbilidad asociada a la obesidad o IMC > 40 con o sin una
comorbilidad, pacientes entre 18-65 afios de edad, obesidad que ha sido resistente a cambios de estilo
de vida, pacientes que presenten un patrén heredo-familiar de obesidad, nacionalidad ecuatoriana. Los
criterios de exclusion: pacientes que tomen algun tipo de medicacion que pueda alterar la calidad de la
muestra sanguinea venosa, pacientes con Sindromes Genéticos conocido y finalmente que se haya

descartado una causa endocrinolégica de obesidad.

Una vez seleccionadas las personas elegidas para este estudio, se informé a los pacientes del
procedimiento a realizarse, se realiz6 un consentimiento informado que explicara brevemente el
propdsito del estudio, la necesidad y propiedad de la toma de muestra sanguinea, las posibles
complicaciones de la toma de muestra sanguinea venosa, el analisis del ADN de los participantes y el
permiso para publicar los hallazgos realizados. Los sujetos de estudio firmaron este consentimiento
informado. Luego se procedi6 con la extraccion de 4 ml de sangre que se realizé con técnica aséptica
utilizando un sistema de extracciéon de sangre venosa de tubos al vacio que contengan EDTA como

anticoagulante.

Una vez extraida la muestra se le realizaron entrevistas médicas a las personas estudiadas de las
cuales se extrajeron las variables: edad, peso, talla, sexo e IMC ademas de enfermedades conocidas
hasta segunda generacion ascendente para poder realizar un pedigree de su familia y asi relacionarlo
con el grado de consanguinidad que presentan con familiares obesos (en caso de que existan obesos

en su familia).



La sangre recolectada de los 17 pacientes se la mantuvo a 4°C hasta la extraccion del ADN que fue
realizado con el Purelink Genomic Minikit de acuerdo a las indicaciones del fabricante y se les
realizaron las pruebas genéticas utilizando la técnica de Amplificacién de Sondas Multiples ligando-
dependiente o MLPA, utilizando el kit de sondas para obesidad P220 Obesity MLPA vendido por MRC-
HOLLAND B.V. que contiene 38 exones para analizar 7 genes de la Via Leptina-Melanocortina;
Utilizando el protocolo determinado para el kit que corresponde a: desnaturalizacion del ADN,

hibridacion, agregacion de ligandos, reaccion en cadena de la Polimerasa y electroforesis capilar.

El software utilizado para el analisis de los productos de la secuenciacion fue el GeneMapper X
proveido por el Instituto de Biomedicina de la Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil la que
nos permitid extraer los picos de los resultados a tablas de texto que fueron comparadas mediante el
software Coffalyser Version 9.4 descargado gratuitamente de la pagina web del fabricante del Kit P220

Obesity.

Se utilizé para el anélisis de las pruebas el Instituto de Biomedicina de la Universidad Catdlica de
Santiago de Guayaquil, especialmente el uso de la termocicladora y el equipo de secuenciacion
Genetic Analyzer 3500 de Applied Biosystems/ Hitachi, ademés del apoyo del personal de este centro

de investigacion.

Luego se procedié a analizar los datos y definir cuantos sujetos presentan porcentualmente deleciones
0 duplicaciones de los genes estudiados en muestra. Las caracteristicas de la muestra fueron

calculadas mediante el software estadistico SPSS Versidn 20 creado por IBM.



Resultados

Procedimos a analizar los datos de 17 sujetos, las caracteristicas de la poblacion se encuentran en la
tabla 1. Procedimos al analisis del factor de herencia de obesidad de acuerdo al pedigree obtenido de
cada paciente. Se clasificd los ancestros de los sujetos de estudio en los grados de IMC de la
Organizaciéon Mundial de la Salud y se los dividi6 como obesos y no obesos como se muestra en la

tabla 2.

En el primer grado de consanguinidad el 47% de Padres y Madres de los sujetos son obesos, mientras

que los 53% restantes de ellos no eran obesos, pero podian presentar sobrepeso.

Ambos padres presentaron obesidad en el 29% de los sujetos. En el segundo grado de
consanguinidad, del lado paterno, el 29,41% de los abuelos del sujeto presentaron obesidad frente al
23,52% de los abuelos maternos. En cuanto a las abuelas, tanto maternas como paternas, de los
sujetos encontramos obesidad en el 23,52% de nuestra muestra. Estos datos se presentan en los

graficos 1y 2.

En cuanto al analisis de los genes de los sujetos por la técnica MLPA se obtuvo los siguientes

resultados resumidos en la tabla 3.

De las alteraciones genéticas presentadas, encontramos duplicaciones en 13 de los 17 sujetos
encontrandose la mayoria de estos en el Gen LEPR en un 58% y en el MC3R en un 42%. Cabe
destacar que en el resto de los genes analizados no encontramos duplicaciones. (Grafico 3) Es
importante remarcar que las duplicaciones se dieron en distintos exones siendo el mas comun para
LEPR el exén 19 con 3 sujetos con duplicaciéon. Mientras que en el MC3R se encontr6 mas

frecuentemente duplicacion en la longitud 160 del Exon 1 de dicho gen.

Sobre las deleciones no encontramos ninguna de ellas fueron homocigotas. Se encontraron deleciones

heterocigotos en 14 sujetos de nuestra muestra. De las cuales el 79% se encontrd en el Sim1 siendo



mas frecuentemente alterado el exon 11, LEPR le correspondié un 10% de las deleciones siendo mas
comunmente halladas en el exén 10. En el Gen MC4R encontramos un 7% de las deleciones. El 4% de
las deleciones se situ6 en el gen LEP siendo mas comun en el exon 3. No encontramos deleciones en

el gen POMC ni en el gen MC2R.

Por lo tanto encontramos una prevalencia de 88% de los sujetos de nuestra muestra de 17 sujetos con
algun tipo de alteracion ya sea ésta delecion o duplicacién en los genes de la via Leptina-

Melanocortina.

Tablas y figuras

TABLA 1. Caracteristicas de la muestra

Estadisticos descriptivos

N Minimo | Maximo Media Desv. tip.
IMC 17 35 1] 43.97 7488
Edad 17 23 56 3i6.76 11.573
Talla 17 2 2 1.64 082
Peso 17 a9 155 115.09 17.559
N vdlido (segun lista) 17

TABLA 2. Relacién de probando con grados de consanguinidad

Consanguinidad ler grado Consanguinidad 2do grado TOTAL
PROBANDO | MAMA  PAPA HERMANOS ABUELO ABUELA ABUELO ABUELO Consanguinidad  Consaguinidad 2do
MATERNO  MATERNA  PATERNO  PATERNO ler grado grado
1 o1 S S S S S 1 0
2 o1 S N o1 N N 1 1
3 N S N N 01 S 0 1
4 S o1 02 S (+) (+) 1 1
5 S 02 o1 S 01 S 1 2
6 02 o1 02 o1 o1 S S 3 2
7 S S S S S o1 0 1
8 02 o1 S 03 S S 2 1
9 02 (+) o1 03 01 02 1 4
10 03 o1 03/5/01/02 o1 S 02 S 5 1
11 02 S N N S 03 1 1




12 01 02 S o1 S S 2 1
13 N 03 S N S N 1 0
14 N S S (+) N (+) 0 0
15 S o1 N S S S 1 0
16 o1 02 o1 + + + + 3 0
17 03 03 S S o1 S 2 1
TOTAL 25 17

TABLA 3. Caracteristicas de cada probando segun su alteracion genética y su consanguinidad con

familiares obesos

MUTACION DE GENES Consanguinidad con familiares obesos
PROBANDO LEP LEPR POMC MC4R MC3R MC2R SIM1 ler grado 2do grado
1 (+) 1 0
2 (+) (+) (+) 1 1
3 (+) (+) (+) 0 1
a4 (+) 1 1
5 (+) 1 2
6 (+) (+) 3 2
7 (+) (+) 0 1
8 (+) 2 1
9 (+) 1 4
10 (+) 5 1
11 (+) 1 1
12 (+) (+) (+) 2 1
13 (+) (+) (+) 1 0
14 (+) (+) (+) 0 0
15 1 0
16 (+) (+) (+) 3 0
17 2 1
TOTAL 1 8 2 5 0 13 25 17

(+) = Alteracion genética*
*Se entiende como alteracion genética una delecion o duplicacion homocigota o heterocigota en los
exones de cada gen




GRAFICO 1.

Relacion entre sujetos esstudiados y obesidad en
consaguinidad de primer grado (Madre)

W obesos M no obesos

17

GRAFICO 2.

Relacidn entre sujetos estudiados y obesidad en
consanguinidad de primer grado (Padre)

® obesos = no obesos

0




GRAFICO 3.

Porcentaje de pacientes con Duplicacion en genes estudiados

M1 MC2R  POMC MCA4R
0%

0% 0% 0%

=17

GRAFICO 4.

Porcentaje de pacientes con delecidon Heterocigota en genes estudiados
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GRAFICO 5.

Prevalencia de alteraciones genéticas en los genes estudiados de
la muestra

M Alteraciones Sin alteraciones
12%
2

Discusién

El estudio realizado es una exploracion y la incursion al analisis de la obesidad monogénica en el
Ecuador, puesto que no existian datos en el pais. La interpretacion de los resultados obtenidos debe
ser cuidadosa puesto que la técnica MLPA como lo describe el proveedor no puede diferenciar con
mucha certeza la ubicacion de la delecidn puesto que mutaciones o polimorfismos cerca de los sitios

ligandos de las sondas pueden alterar los resultados.

Nos llamé mucho la atencién el porcentaje alto de alteraciones encontradas en la muestra que fue del
88% puesto de acuerdo a la revision realizada la obesidad monogénica corresponde entre el 5y 10%
de las causas de obesidad. 1012 Ademas la literatura refiere que el gen monogénico mas cominmente

asociado con obesidad es el MC4R siendo este el causante del 3 al 6 % de la obesidad.’3. 14

Resalta el hecho de que la mayoria deleciones heterocigotas, puesto que no encontramos
homocigotas, fueron en el gen SIM1 de manera especial en el Exon 11, puesto que se sabe muy poco

de la conexiéon de este gen con la obesidad desde descrito por primera vez.'s Sin embargo se

11



conocepor estudios principalmente en ratas que la delecion heterocigética produce hiperfagia, gasto
energético corporal normal e inclusos recientes estudios lo han relacionado con disminucién de la
expresion del MC4R y disminucion de oxitocina.''16 Los hallazgos en este gen deberan ser verificado
con estudios que tengan controles de pacientes sin obesidad para realizar una verdadera relacion in-

vivo del efecto del gen.

En cuanto a las deleciones en LEPR se describe que causa obesidad en aproximadamente 3% de los
sujetos, en estos pacientes no se encontro niveles elevados de leptina'” Nuestro estudio encontrd
deleciones heterocigotas en un 10% de los pacientes estudiados con obesidad. Cabe recalcar que éste
fue el gen donde encontramos mayor cantidad de duplicaciones sin que su significado clinico sea claro

para nosotros.

Quizés el gen con el que nuestro estudio encontrd mayor correlacion es el MC4R como mencionamos
anteriormente la prevalencia de causa de obesidad monogénica es el 6%'3 14 y se encontrd en un 7%
de la muestra. Este gen es no solo causante de obesidad monogénica sino también poli génica y se ha

descrito su herencia dominante en ciertos casos. 8

Mas alla de los datos encontrados en este estudio nos parece primordial realizar futuros estudios con
una muestra mas grande y con controles especialmente para reconocer cuales alteraciones

encontradas pueden tener una asociacion directa con obesidad y cuales no.
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