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RESUMEN

Intreduccion: La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas como: enfermedad cardiovascular,
diabetes meffitus tipo 2 (DM2), higado graso no alcohdlico asi como algunos
tipos de cancer relacionados con la obesidad. Se sabe que, en el mundo
mas de 400 millones de personas padecen obesidad en donde nuestro pais
ne es la excepcion ya gue, ocupa el segundo lugar a nivel mundial, en la
prevalencia de obesidad de la poblacién adulta. Los datos de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006) reportaron un incremento
significative en la prevalencia de sobrepeso (IMC 225 kg/m2) asi como de
obesidad en la poblacién mexicana adulta siendo esta de aproximadamente
70%. Se ha demostiado que, el sobrepeso y la obesidad se asocian a
multiples alteracicnes metabdlicas entre las Que se encuentra resistencia a
la insutina (RI), intolerancia a la glucosa, dislipidemias, diabetes melfitus tipo
2 e hipertensidén arterial entre otras. Uno de los principales factores que
contribuyen al desarrollo de la obesidad es |a interaccion de los genes con el
medio ambiente; donde |la presencia de mutaciones y/o polimorfismos de
moléculas adipogénicas, moléculas asi como los genes reguladores del
metabolismo de lipidos que juegan un papel importante en esta patologia.
De los genes que participan en el metabolismo de lipidos, se encuentra el
gen que codifica para la proteina MTP, que sé localiza en el cromosoma
cuatro en el locus 4g23, el cual contiene 18 exones gque cedifica para una
proteina de 894 aminodcidos, con un papel importante en el ensamblaje y la
secrecion de lipoproteinas como los quilomicrones en el intestino asi como
VLDL en higado. Por lo tanto, la impertancia de realizar este estudio radica
en buscar la asociacion entre el polimorfismo -493G/T con pardmetros
antropométricos, el perfil lipidico de pacientes con sobrepeso u obesidad.

Obijetivo: Analizar la asociacion del polimorfismo — 493 G/T del gen
MTP con parametros antropomeétricos y biogquimicos en pacientes con

sobrepeso u obesidad.
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Métodos: Se estudic a una poblacién de 130 sujetos, (102 mujeres y 28
hombres) con sobrepese u obesidad. A los cuales se tes determinaron
variables antropométricas, bicquimicas y clinicas. La composicién corporal
se analizé con un equipo de bioimpedancia eléctrica (InBody 3.0). Los
parametros bioguimicos fuergn evaluagos mediante quimica seca, mediante
el uso del Analizador Vitros 250. La LDL-c se obtuvo empleando la formula
de Friedewald, mientras que, la insulina se determind por inmunoensayo
enzimdtico. Ademas la Rl se determiné por el HOMA-IR, La genotipificacion
del polimorfismo -493G/T del gen MTP se realizd mediante PCR-RFLP.
Finaimente el analisis estadistico se realizé con el software SPSS. Los
resultados de las variables cuantitativas se expresaron como medias =+ DE y
los resultados de variables cualitativas se presentaron en forma de
porcentaje. La comparacion entre grupes (GG vs GT/TT), para variables
cuantitativas se realizé mediante la prueba paraméfrica “T” Student. Valores
de p < 0.05 fueron considerados significativos.

Resultades: El range de edad (media) de los sujetos estudiados fue de 38.7
+11 afios, el IMC promedio de 32.846 kg/mz_ mientras el peso corporal fue de
86.7+18.2 kg. En cuanto a género el 78.5% de los pacientes fueron mujeres
{n=102) mientras el 21.5% fueron hombres {n=28). El porcentaje de los
sujetos con sobrepeso fue de 39.2% de los cuales el 60.8% presentd
obesidad. De acuerdo al grado de obesidad el 28.5% presentd obesidad tipo
1, el 23% obesidad fipo 2 y el 9.3% obesidad tipo 3. Entre las patolegias
asociadas a la obesidad, se encontrd una elevada incidencia de
dislipidemias (55.4% hipoalfalipcproteinemia, 48.4% hiperirigliceridemia y
32.3% hipercolesterolemia), resistencia a la insulina {65.3%) y obesidad
abdominal (76.2%). La ingesta calfrica de los sujetos con sobrepeso u
obesidad fue 2307.8+ 720 Kcal/dia, donde el consumo de grasas fue
elevado (37.7£.2%); de los cuales el 11.3 % correspondia a consumo de
grasas saturadas. Al realizar la genotipificacion del polimorfismo -493 G/T de
MTP se detectd que, el 54% de los sujetos resultaron ser heterocigotos
(n=70); el 39% fueron homocigoto GG (n=51); v el 7% resulto ser
homocigoto TT (n=9}.
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Posteriormente, al realizar la comparacion del los genotipos GG vs GT/TT;
no encontrames diferencias estadisticamente significativas en caracteristicas
clinicas, antropométricas y bioquimicas de acuerdo al genotipo de MTP. No
existieron diferencias en frecuencias de dislipidemias, resistencia a la
insulina y obesidad abdominal por genotipo de MTP.

Conclusiones: No existe asociacion entre el polimorfismo -493G/T de MTP
con la ingesta calfrica habitual, con consume de macronutimentos con
parametros antropométricos y bioguimicos en pacientes con ex¢eso de peso

corporal.
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JORGE MARTIN GONZALEZ AVALOS
TESIS DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA

1. INTRODUGCION

Actualmente existen evidencias donde se demuestra que, la obesidad es un
factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades como ia
resistencia a la insulina (RI), intolerancia a la glucosa, dislipidemias, diabetes
meliitus tipo 2, higado graso no alcohdlico, algunos tipos de cancer asi como
enfermedades cardiovasculares. Este riesgo aumenta considerablemente en
individuos que padecen “sindrome metabdlico” el cual se caracteriza por
presentar obesidad abdominal, dislipidemias, hipertension ¢ incremento en la
concentracion de glucosa plagmatica. Se sabe que de los factores causantes de
obesidad al menos un 40% son debido a un componente genético (Castro-
Chavez, 2005). Por otra parte la obesidad, es una alteracién del balance
energético (Van der Ploeg 2000) que afecta a un gran nimero de individuos en
todo el mundo, en los Ultimos afos los datos demuestran un aumento en la
prevalencia e incidencia de obesidad en todos los grupos de edad, razas,
grupos étnicos tanto en hombres como en mujeres. México ocupa €l segundo
lugar a nivel mundial en prevalencia de obesidad en ppblacién adulta {mayor a
20 afios de edad) de tal manera que, alrededor de 28 millones de personas
padecen obesidad (WHO 2007). Resulta importante que la obesidad no se
restringe dnicamente a poblacion adulta ya que, nuestro pais ocupa el primer
lugar a nivel mundial en prevalencia de obesidad infantil (11.3%). Los datos de
la encuesta mas reciente en México (ENSANUT 2006), reporto un incremento
del 12.9% al 21.2 % en |a prevalencia de sobrepeso mientras que la obasidad
de 4.8% a 11.3%. Por lo tante, el 32.5% de la poblacién infantil en México tiene
un exceso de peso, lo cual repercute en el estado de salud {OQfaiz-Fernandez
2006).

Por otra parte, los tratamientos actuales se enfocan en la reduccion de peso a
través de cambios en ¢t estilo de vida (alimentacién sana, actividad fisica diaria,
evitar tabaquismo y el exceso en el consumo de alcohol) para reducir los
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factores de riesgo de desarrollar enfermedades cronico degenerativas. Sin
embargo existen diversos factores fisiolégicos, socioculturales, psicoldgicos
asociados al desarrollo de la obesidad, asi como factores genéticos que
demuestran numerosos estudios (Arner 2000; Masson 2003). Gracias al
avance en biologia molecular, se han identificado genes que codifican para
proteinas involucradas en la regulacién del metabolismo de lipidos. Por lo que
se sugiere, que pueden estar asociados al desarrollo de ia obesidad. A este
tipo de genes corresponde €l gen de la proteina de transportadora de
triglicéridos microsomal (MTP). La cual participa en el transporte de [ipidos, €l
ensamblaje y la secrecion de lipoproteinas en higado e intestino. Asi mismo
diversos estudios han mostrado que el polimorfismo -493G/T det gen de MTP
se asocia con alteraciones plasméticas de lipidos. Por tal motivo, en el
presente trabajo se estudié la asociacion del polimorfismo 493 G/T del gen
MTP con parametros antropométricos, perfil de lipidos en sujetos con
sobrepeso u obesidad, con la finalidad de identificar marcadores que
demuestren la susceptibilidad para desarrollar obesidad.

2. ANTECEDENTES
2.1 Definicion de sobrepeso y obesidad

El sobrepesc es el estado premérbido de la obesidad, gque se caracteriza por la
existencia de un indice de masa corporal (IMC) mayor de 25kg/m? menor de 27
kg/m? en poblacidn adulta, siendo en poblacién adulta de talla baja mayor de
23 kg/m? y menor de 25 kg/m” (NOM 1998). Por ofra parte la obesidad, es una
enfermedad crénico-degenerativa no transmisible con acumulacion excesiva de
tejido adiposo en el organismo, el cual se genera por un desequilibrio entre la
ingesta de alimentos y el gasto energético, siendo la ingesta superior al gasto
energetico (Olaiz-Ferndndez 2006; NOM-174-SSAT-1998),
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2.2 Prevalencia de obesidad.

En ios ditimos afos, los datos demuestran un aumente en la prevalencia e
incidencia de obesidad en todos los grupos de edad, razas, grupos étnicos,
tanto en hombres comao en mujeres.

A nivel mundial mds de 400 millones de personas padecen obesidad. Estados
Unidos de Norteamérica es actualmente ef pais con mayor prevalencia de
obesidad en todo el mundo. Se estima que 1 de cada 3 adultos presenta
obesidad (Christopher GB 2005). La NHANES | {de sus siglas en inglés
National Health and Nutrition Examination Surveys) reporté que, en el periodo
de 1971 a 1974 habia 28.8 miliones de adultos obesos. Posteriormente la
NHANES Il reporté que, de 1976 a 1980 aumentaron los casos de adultos
obesos a 34 millones. Para el periodo de 1988 a 1991 la NHANES Il reportd
que el 33% de la poblacion estadounidense presentaba obesidad, es decir se
aumentd a 58 millones personas (Eckel 2008).

2.3 Prevalencia de Ohesidad en Mexico.

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en la prevalencia de obesidad
en poblacidn adulta {edad mayor a 20 afies) de tal manera que alrededor de 28
millones de personas padecen obesidad (WHO 2007). Por ofra parte al igual
que la obesidad, la prevalencia de sobrepeso también es elevada siendo mayor
en los hombres con un 42.5% a diferencia de las mujeres que es del 37.4%. Por
¢l contraric de acuerdo al género la prevalencia de obesidad es mayor en las
mujeres con un 34.5% mientras que, en los hombres es de 24.2%. Por lo tanto,
la suma de la prevalencia por género nos permite identificar at peso corporal
como un factor de riesgo en las mujeres de 71.9% y de 66.7% en los hombres
(Olaiz-Ferndndez 2006).



JORGE MARTIN CONZALEZ AVALOS

TESIS DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA
En lgs dltimos afios la prevalencia de sobrepeso asi como de obesidad en la
poblacion adulta en México se ha incrementado. En el afic 1993 la Encuesta
Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC) reportd una prevalencia de
sobrepeso (17.2%) y obesidad (21.5%). Posteriormente los datos de la
Encuesta Nacional de Salud mostraron cifras de 38.4% vy 24% respectivamente
{Olaiz G 2003); los datos mas recientes publicados en la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion de 2008 {ENSANUT 2006) reporté una prevalencia sobrepeso
(40%) obesidad (29%) (Olaiz-Fernandez 2006).

La obesidad no se restringe Unicamente a poblacion adulta. México ocupa el
primer lugar a nivel mundial en prevalencia de obesidad infantil con 11.3%. La
ENSANUT 2006, reportd un incremento significativo en la prevalencia de
sobrepeso siendo de 21.2 % mientras que, la obesidad a 11.3%. Por lo que, en
resumen €l 32.5% de la poblacién infantil en México aumento de peso, lo cual
repercute en el estado de salud de la poblacién (Ofaiz-Fernandez 2006).

Por otra parte, s importante mencionar que la circunferencia de cintura (CC) es
un indicador de obesidad abdominal que se asocia a riesgo cardiovascular
(RCV). De acuerdo a la ENSANUT 2006, la prevalencia de obesidad abdominal
determinada por la CC, de acuerdo a los puntos de corte de [a Federacion
Internacional de Diabetes (= 80cm mujeres, 2 90cm hombres} es de 83.6% para
las mujeres y 63.8% para los hombres (Sanchez-Castillo 2004; Olaiz-

Ferndndez 2006).

2.4 Clasificacién de Obesidad de acuerdo al IMC

El método mas utilizado para determinar el peso corperal de una persona o el
grado de obesidad es el IMC, el cual representa una medida que asocia peso-
taila. Sin embargo, aunque el IMC nc es una medida directa de adiposidad,
tiene utilidad clinica adernds esta reconogida por la Organizacion mundial de la
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salud (OMS). El IMC conocido también come indice de Quetelet, fue acufiado
en el afc de 1871 por el estadistico J. Quetelet, el cual se calcula de acuerdo a
la expresién matematica: peso/talla®, donde el peso se expresa en kilogramos y

la talla en metros (Quetefef 1871).

La OMS considera peso inferior al normal cuando el IMC esta por debajo
18.5kg/m? (siendo extrema delgadez cuando es inferior a 16.0 kg/m?). EI
sobrepesc se considera para valores comprendidos entre 25 kg/m® y 29.9
kg/m?. Los valores superiores a 30 kg/m?® se definen como obesidad. Como se
puede cbservar en la tabla 1 se muestran los criterios para clasificar la

estructura corporal de un individuo.

Tabla 1. Clasificacion del estado nutricio de acuerdo al IMC en adultos
propuestos por la Organizacién Mundial de Ia Salud

! Desnutricion <185
Peso adecuado --18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad { 30 - 34.9
Obesidad {! 35-39.9
Obaesidad 1 > 40

{Tomats e OMS, 1956)

2.5 Distribucion de la grasa corporat

La obesidad se puede clasificar de acverdo a ta distribucion de tejido adiposo
en los distintos depdsitos anatémicos. Se ha observado variabilidad en los
fenotipos de obesidad debido a los patrones de depdsito de grasa, los cuales se
conirolan  genéticamente en homibres y mujeres. De acuerdo a esto, existen
cuatro tipos de obesidad en adultos los cuales se muestran en ia Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacién de la obesidad de acuerdo a la distribucion de tejido

adiposo

i . Cbesidad Androide Troncal-abdaminal

Obesidad Ginecoide Gluteo-femoral

Obesidad Visceral Visceral-abdominal

1 Obesidad Generalizada Predominancia global de grasa corporal

{Tomado ¢e Bouchard, 1931},

2.6 Riesgo patoldgico en funcidn de la distribucion de grasa corporal.

La grasa visceral asi comeo la troncal-abdominal son consideradas de mayor
relevancia, debido a que la grasa visceral guarda una relacién directa con
algunas enfermedades relacionadas con la obesidad como la RI, DM2,
enfermedades cardiovasculares, HTA, dislipidemias entre otras. No se conoce
con exactitud el mecanismc para dicha asociacion; sin embargc se ha
propuesto que los adipocitos abdominales tienen una mayor actividad lipolitica.

La obesidad abdominal se puede determinar de manera sencilla a través de la
medicién de la circunferencia de cintura (CC}, la cual es un parametro
antropométrico de gran utilidad gue nos permite estimar el riesgo de morbi-

mortalidad en el paciente obeso.

2.7 Circunferencia de la cintura, El exceso de grasa abdominal fuera de
proporcion con respecto al total de la grasa corporal, es un marcador

independiente de riesgo para la morbilidad.

La obesidad abdominal se evalia de manera sencilla mediante la circunferencia
de cintura CC, la cual, es una determinacion antropométrica practica y

aconémica que mide el perimetro abdominal en el nivel mas estrecho, entre el
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borde costal inferior (decima costilla) y la cresta ifiaca, mientras ¢l sujeto asume
una posicicn relajada y abducida at final de una espiracién (Sanchez-Castillo
2004; Hands 2001). Asi, diferentes instituciones han establecido puntos de
corte para delinir obesidad abdominal. En la Tabla 3 se muestran tos puntos de
corte para diagnosticar obesidad abdominal a través de la utilizacién de CC.

Tabla 3. Criterios de diagndstico para evaluar la obesidad abdominai por
Circunferencia de cintura

| Hombres>S4cm | Hombres2102cm Hombres 2 90 cm
\

Mujeres 2 80 cm | Mujeres = 88 cm Mujeres 2 80 cm

OMS: Organizacion Mundial de la Salud: ATP Iz Adult Treatment Panel.
IDF: Federacién Internacicnal de Diabetes.

Debido a que la obesidad abdominal se utiliza como un marcador independiente
de riesgo para la comorbilidad de enfermedad cardiovascular, Rl, DM2, HTA,
dislipidemias, entre otras enfermedades cronico-degenerativas; £En la Tabla 4
se muestran los puntos de corte de IMC, CC asi como el nivel de riesgo para

desarroltar enfermedad crénica-degenerativa.
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Tabla 4. Tipo de riesgo a desarrollar enfermedades cronico-degenerativas de acuerdo
a la clasificacion de IMC, CC.

Enfermedades de riesgo relative de peso normal y
circunferencia de cintura

IMC(Kg/m?) Hombres<102cm >102 cm
Mujeres<88cm > 88cm
Bajo de peso <18.5 - R
Nermal 18.5-24.9 - -
Sobrepesc 25.0-29.9 Incremente Alto
_ Obesidad | 30.0-34.9 Alto Muy Alto
Cbesidad 1§ 350-39.9 " "Muy Alto T Muy Alto

Obesidad 111 240 Extremadamente Alto Extremadamente Alto

3. TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un drganc endocrino, el cual secreta moléculas con
actividad endocrina, paracrina y autocrina. Estd formado en su mayoria
preadipocitos diferenciadcs durante la adipogénesis, de los cuales del 35-60%
se diferencian pemaneciengdo el restc como preadipocitos. La funcidn normal
de tos adipocitos es mantener la homeostasis energética en el organismo,
almacenando trigicéndos como combustible. A la vez el tejido adiposo puede
secretar rditiples moléculas de forma regular, entre ellas: citocinas
inftamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q), interleucinas 6 y
18 (IL-6, IL-18), proteina C reactiva {CRP de sus siglas en inglés C-Reactive
Protein), factores det complemento como el factor D, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), productos protrombdéticos como el inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), adipocitocinas como leptina (LEP),
resistina asi como un componente del sistema regulador de la presidn arterial,
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el angiotensinégeno. Diversas evidencias, vinculados a obesidad favorecen fa
manifestacion de diversas patologias como DM2, cardiopatias, diversos tipos de
cancer, HTA, ostecartritis entre otras (Bender 1998; Flier 2008). Por otra parte,
algunos estudios sugieren que la obesidad es un desorden inflamatorio donde
la inftaracion cronica es el vinculo de unidn entre la obesidad y sus diversas

complicaciones {Puchau 2007).

La obesidad se caracteriza por el aumento en cantidad (hiperptasia) y tamanc
(hipertrofia) de los adipocitos. La diferenciacién de los adipocilos esta
coordinada por diversas moléculas adipogénicas coma factores de crecimiento,

citocinas, hormonas, y factores de transcripcion.

3.1 Tipos de tejido adiposo

Se encuentra distribuido en distintas regiones anatdmicas del organismo, sus
depdsitos se encuentran principalmente a escala dérmica, subcutdnea,
mediastinica, mesentérica, perigenadal, perirrenal y retroperitoneal. Ademas se
pueden identificar dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y el
tejido adiposo pardo o marréon. Ambos tipbs de tejido tienen un origen
mesenquimatico comin, vinculades embriolégica e histolégicamente. El tejido
adiposo presenta diferencias de coloracion ademas de caracteristicas

meorfologicas, su distribucion, expresion de genes y funcidn.

El tejido adiposo pardo desde el punto de vista funcional, desemperia una
actividad termogénica, que se atribuye a la presencia de adipocitos
multiloculares con abundantes mitocondrias las cuales expresan altas
cantidades de proteina desacoplante tipo 1 (UCP1). Por el contrario, ef tejido
adipose blanco esta formado por adipecitos unilocuiares, que contienen
mitocondrias muy diferentes a las encontradas en el tejido adiposo pardo, este
tipo de tejido adiposo desempefia un papel importante en varios procesos
fisiolégicos, como la ingesta de alimentos, la regulacidn del equilibrio
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energetico, la accidn de la insulina, el metabolismoe de la glucosa, la
remodelacién vascular, la regulacion de la presién arterial asi como la
coagulacion. En los Ultimos anos se ha reconocide al tejido adiposo como un
drgano endocring, debido a que secreta varias moléculas conocidas como
“adipocitocinas o adipocinas” las cuales provienen principaimente del tejido

adipose blanco.

4, RESISTENCIA A LA INSULINA

La insulina es una hormona sintetizada por las células beta de! pancreas
bioquimicamente, estd formada por dos cadenas de 21 y 30 aminodcidos
respectivamente, unidas por dos puentes disulfuro. Su secrecion se realiza en
respuesta a la presencia de nutrimentos en la sangre, que utilizan los tejidos
para la obtencién de energia. En procesos anabdlicos, la insulina también
induce el almacenamiento del exceso de nutrimentos para su posterior
utilizacién. Entre sus funciones, esta hormona participa en el metabolismo de
los hidratos de carbono debido a que favorece la captacion, & metabolismo de
glucosa en tejidos insulino-sensibles como muscule y tejide adiposo. Este
mecanismo se lleva a cabo de la siguiente manera: una vez que se secreta
insulina tras la ingestion de alimentos, el 50% de la insulina se degrada en el
higado, el resto llega a los tejidos insulino-sensibles donde se fija a su receptor.
El receptor de la insulina es un tetramero compueste por dos sub-unidades alfa
que se encuentran al exterior de la membrana celular, con dos sub-unidades
beta que atraviesan la membrana celular sobresaliende del interior del
citoplasma. Asi, la unidn de la insulina a las sub-unidades alfa produce una
auto-fosforilacion de los residuos de tirosina de !as cadenas beta del receptor
asi como la activacidon de moléculas de senalizacién intracelulares las cuales,
inician una cascada compleja de reacciones de fosforilacién y desfosforilacion
de diferentes proteinas citoplasmaticas que provocan la translocacion de los
transportadores de glucosa (GLUT, de sus siglas en inglés Glucose

10
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Transporters) a la superficie celular, lo cuales transportan la GLU al interior de
la célula del tejido especifico como se puede observar en la Figura 1. (Guyton
2002; Bastarrachea 2007).

Insulina
Giucosa
de insulina Membrana plasmatica GLUT4
PO, PO,
Translocacion
Glucosa
GLUTY,
Proteinas IRS
=), L L
Cinasa de
ﬁ PI3

Figura 1. Cascada o via de senalizacion de la insulina

(Tomado de Flier, 2008)

La Resistencia a la Insulina (RI) se define como una disminucién en la
respuesta a la estimulacion insulina por los tejidos insulino-sensibles, la cual se
caracteriza por una captacién anormal de glucosa. La prueba para determinar
Rl que se considera como el estandar de oro, es el modelo minimo
euglucémico/hiperinsulinémico (de su término en inglés, clamp), sin embargo
también el HOMA (de sus siglas en inglés Homeostasis Model Assessment) se
utiliza para estimar la Rl; el HOMA-IR se calcula con la férmula: glucosa
(mg/dL) x Insulina (uU/mL) / 405. (American Diabetes Association 2001,
disponible en linea 7). (Inami S 2007).

11
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La obesidad se relaciona a Rl debido a que en diversos estudios se ha
observado que el exceso de tejido adiposo genera una infiltracion de gran
canfidad de macrofagos, fos cuales pueden almagenar lipidos para convertirse
en células espumosas ateroesclerdticas. Esto a su vez, contribuye a un proceso
inflamatorio debido a que los macrdfagos junto con los adipocitos, generan la
secrecion de mediadores pro-inflamatorios como; TNF-a, IL-6, IL-18, MCP1 asi
como el factor nuclear kappa beta (NF-KB), los cuales promueven la Rl {Tilg H
2006). E! NF-KB es un potente factor de transcripcion, que estimula la
preduccion de multiples mediadores inflamatorios, entre ellos el TNF-a, el cual,
puede fosforilar los residuos de serina de las sub-unidades beta del receptor de
la insulina, para bloquear la cascada de senalizacién intracelular de la insulina
(Flier 2008).

Ademas, se ha observado que la obesidad se acompafia de un exceso de
dcidos grasos libres en torrente sanguineo. Esta condicién promueve la RI
debido a que al llegar la insulina a tejidos insulino-sensibles, el exceso de AG
libres compite con la GLU como sustrato celular, 10 que genera que, los AG
interfieran con la via de sefalizacion de la insulina. Condicidon que produce
hiperglugemia, debido a que hay deficiencia en la captacisn de GLU,
hiperinsulinemia y Rl (Kefler 1998; Wannamethee 2000; Barreto 2007).
Finalmente a largo plazo la Rl promueve defectos en la secrecién de insulina lo

que predispone el desarrollo de DM2 (Powers 2008).

La figura 2, esquematiza los posibles mecanismos por los que la obesidad
promueve un estado inflamatorio crénico que contribuye ab desarrollo de
insulino-resistencia, diabetes melfitus tipo 2 y complicaciones vasculares.

12
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Figura 2. Mecanismos por los cual la cbesidad promueve un estado inflamatorio y
contribuye al desarrollo de otras enfermedades.
{Tomado de Moreno, 2005)

5. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad multifactorial crénica caracterizada por un
balance energético positivo, donde la genéfica juega un papel predisponente.
De acuerdo a su etiologia, ia obesidad se clasifica en 3 categorias: obesidad
monogénica, obesidad sindromica y obesidad poligénica.

13
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5.1 Obesidad monogeénica

En humanos es el resultado de mutaciones de los genes involucrados con fos
centros reguladores que controlan el apetito. Sin embargo, los casos son poco
comunes, generalmente este tipo de obesidad se reproduce en modelos
animales, para el estudio de obesidad. Con la identificacion del gen ob en el
ratén asi como su homdlogo el gen Lep en el humano {Ichihara 5 2008), se
conoce el pape! que tiene la proteina llamada leptina en el sistema de senales
neuroendocrinas, que regulan el apetite, ademas del gasto energético, lo que
permiti¢ la identificacion de genes involucrados en la regulacion del apetito via
leptina-melanocortina, donde se incluye al gen de la leptina, al receptor de la
leptina, el receptor 4 melanocortina (MCA4R), la propiomelanocortina (POMC) y
la pro-hormona convertasa (Christopher GB 2005).

5.2 Obesidad sindréomica

Existen cerca de 30 sindromes con obesidad, el cuadro clinico de este tipo de
sindromes se acompanan de retraso mental, dismorfias entre otras
caracteristicas. Genéticamente $e han asociado a anomalidades
cromosomicas o a formas monogénicas con efectos pleictropicos.

Entre los sindromes genéticos mas frecuentes que originan obesidad, se ha
reportado la delecion paterna de la region cromosomica 15q11.2-q12, ya que
los genes de esta regicn del cromoesoma matermo pueden estar inactivados por
impronta gendmica. Ademas de los defectos en el gencma nuclear algunas
mutaciones en el genoma mitocendrial se han asociado con desdrdenes que
incluyen a fa obesidad como una manifestacién clinica. (Christopher GB 2005).

14
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5.3 Obesidad muitifactorial.

La gran mayoria de los casos de obesidad forman parte de la obesidad
poligénica, es decir se encuentran involucrados varios genes en la aparicion de
la enfermedad. Actualmente, diversas estrategias han permitido la identificacién
de este tipo de genes. Dos de las principales estrategias utilizadas son: el
estudio de genes candidatos, es decir, genes que previamente se han
relacionado con log mecanismos que condicionan el desarrdlle de la obesidad.
Asi como el andlisis completo del genoma para detectar regiones
cromosomicas ligadas con rasgos cuantifativos {(QTL, de sus siglas en inglés,
Quantitative Traits Loci) asociados a la cbesidad. El mapa genético de la
obesidad humana resume la existencia de 253 QTLs (obtenidos de 61
escrutinios de! genoma completo) y 52 regicnes gencmicas en las que se
ubican QTLs asociados a la obesidad (Quinteros 2008).

5.4 Factores ambientales asociados a la obesidad

Al considerar a la obesidad como una enfermedad muttifactorial, que involugra
la presencia de ciertos genes ademas de los factores ambientales. Dentro de
estos los de mayor importancia para su desarrollo son: la excesiva ingesta
caldrica (alimentacién), una disminucion del gasto energético, estilos de vida
sedentarios, emociones y aspectos culturales.

En relacién con la ingesta caldrica, se ha comprobado que las dietas ricas en
grasas y en carbohidratos simples favorecen el desarrollo de ia obesidad, a
diferencia del consumo de carbohidratos complejos (Harrison 2008).

Por otra parte, la disminucién en el gasto energético se encuentra directamente
relacionado con el desarrollo de |la obesidad, debido a que los sujetos con &l
paso del tiempo tienden a continuar con su mismo consumo calérico sin
embarge disminuye su gasto energético, es decir disminuyen su actividad fisica
lo que favorece, llevar estilos de vida sedentarios. Lo anterior se comprueba
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con los datos donde se demuestra una correlacién directa entre el grado de
sobrepesc con el tiempo utilizado en ver la television, en una poblacion infantil.
Por otra parte, las emociones juegan un papel en el desarrollo de la obesidad
debido a que existe un nexo cada vez mas evidente entre el sobrepeso con el
malestar psicoemocional. El exceso de peso corporal, suele generar trastornos
como la depresion o la ansiedad, aitera la autoestima asi como la calidad de
vida de las personas obesas, las cuales a menudo son discriminadas. Por otra
parte, muchas personas ceden habitualmente al impulso de comer
desaforadamente, de forma compulsiva en la primera ocasion que se les
presenta, cuando se encuentran  bajo situaciones de enojo, depresién,
ansiedad, estrés o falta de autoestima.
hitp-/fwww.perderpesoya.info/2009/11/28...

Por lo anterior, la obesidad se considera como una enfermedad multifactorial
compleja, que involucra la interaccion de maltiples genes con el medio
ambiente. De genes se han identificado los que se relacionan con: la regulacidn
del peso corporal, diferenciacién de adipocitos, la ingesta de alimentos y del

metabolismo de lipidos, entre otros.

Como parte de los genes que regulan el metabolismo de lipidos, se encuentra
¢l gen MTP, por lo tanto resulta importante describir el metabolismo de lipidos
asi como la accion de la proteina MTP (Ichiara 2008; Clement 2003).

6. METABOLISMO DE LIPIDOS

Entre las funciones que desempefian los lipidos, se encuentran el metabolismo
energético asi como su participacion en varios procesos como componentes de
membrana, hormonas, vitaminas liposolubles, reguladores biolégicos. El
principal problema es la digestién, absorcidn y transporte de lipidos procedentes
de la alimentacién se debe a la insolubilidad de estas sustancias en los medios
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acuosos. La accion de las sales biliares, sustancias detergentes secretadas por
la vesicula biliar es esencial para la digestion de los lipidos, su absorcién es a
través de la mucosa intestinal. http://www.buenastareas.com

El problema del transporte de los lipidos ¢ grasas sintetizados por el organismo
como, triglicéridas, colesterol, esteres de colesterol, dcidos grases, fosfolipidos
y esfingolipidos por la sangre o linfa se resuelve en parte con la formacion de
complejos lipidicos con proteinas para formar unos agregados solubles
denominados lipoproteinas, que ayudan a trasladar los lipidos desde sus
lugares de absorcion ¢ sintesis hasta sus lugares de ufilizacién o almacenaje
(Harry DS 1992). Durante el metabolismo de las grasas, el higado degrada a
los acidos grasos en un proceso llamade B oxidacidn por lo que convierte el
exceso de acetil Coenzima A en cuerpos cetdnicos (cetogénesis) (Angulo P
2002).

6.1 Clasificacion y funcion de las lipoproteinas

Se han descrito varias familias de lipoproteinas, cada una de las cuales
desempefian funciones especificas para el transporte .de lipidos. Estas
lipoproteinas se clasifican de acuerdo a su densidad, tamario, carga eléctrica y
movilidad electroforética. La densidad de las lipoproteinas se determina
mediante centrifugacion en gradiente de densidad. La clasificacién estandar de
las lipoproteinas, por orden creciente de densidad sort: guilornicrones (Qm),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (/DL), lipoproteinas de baja densidad (LDL),y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Redgrave T,1975). Enla Tabla 5 se describe la clasificacién

y composicién de las diferentes lipoproteinas.
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Tabla 5. Clasificacion y composicion de las lipoproteinas

i Densidad {gm/ml) <095 0.95 - 1,006 1006 -1,019 1,019-1063 1,063-1,210 |

i Movilidad Pre - beta Pre - beta Beta Alfa

| electroforética |

| Didgmetro {mm) 80- 1200 30- 80 26 - 30 18- 26 6-10 :

| Composicién (%)

| Proteinas 1-2 8-10 10-18 20-25 40-50

| Triglicérides 82 - 83 50-52 40 - 50 4-6 4-5

| Colestero! 3-5 s 5 5 5

! Esteres de colesterol 1 15-18 18-22 20-25 25-30

! Fosfolipidos 3-5 15-18 18-22 20-25 25 - 30

: Apolipoproteinas

“Al
Al

_B-48
B-100 + + +

' E + + +

C-1, C-Il, C-HL. + + +
{Tomado de Crdovas JU, 1899)

6.2 Transporte de triglicéridos y colesterol

Los quilomicrones son el vehicule para el transporte de los lipidos provenientes
de la dieta, desde el intestino hacia el higado y otros tejidos periféricos. Estas
particulas se ensamblan en la mucosa intestinal, transportados a la sangre
mediante el sistema linfatico. Cuando los quilomicrones llegan a tejido adiposo
y/o muasculo, su apolipoproteina C-Il activa a la lipoproteina lipasa presente en
la superficie de los vasos sanguineos. Debido a la accién de la enzima, los
quilomicrones pierden rapidamente triglicéridos. El resto de los quilomicrones
formados por la hidrdlisis de triglicéridos, son captados por e higado. Las
VLDL, I1DL, y LDL, son lipoproteinas estrechamente relacionadas unas con
otras. Estas patticulas son las encargadas de transportar los triglicéridos,
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colesterol y fosfolipidos desde el higado hacia otros tejidos. Las VLDL se
producen en el higado, se convierten en IDL o LDL por degradacién de
triglicéridos (como se describié con los quilomicrones). Las LDL suministran el
colesterol a los tejidos (Diestschy J 1993). En contraste, HDL transporta el
exceso de colesterol formado en los tejidos y los regresa al higado para su
metabolismo o excrecién. Durante el transporte, el colesterol llega a ser
acetilado por transferencia de acidos grasos desde la lecitina. La enzima
involucrada es la lecitina colesterol acil-transferasa (LCAT). En la figura 3 se
esquematiza el transporte de triglicéridos y colesterol.

{2 capn hidroila "
(proteina, fosfolipidas, etc.} Glicerol ACiCoS GTaS08 . F-OxiCiaCIGN 00 lO8 tejicios periféricas
Triacilgliceroles ;_J
Colesterol Transportc mediante
2 I albuimina sénca

ad
principaimente en el tejido adiposo

Figura 3. Transporte de triglicéridos y colesterol.
(Tomado de Mathews, 2005).
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6.3 Alteraciones en el metabolismo de lipidos

La obesidad frecuentemente se vincula con dislipidernias (alteraciones de los
niveles de lipides plasmaticos que incluyen la elevacion de CT, LDL, VLDL, TG
e hipoalfalipoproteinemia debido a los maltiples efectos que tiene la obesidad
sobre el metabolismo de lipidos. £l exceso de tejido adiposo asi como la RI
provocan un incremento en la lipdlisis, lo que estimula [a liberacidn de Acidos
grasos (AG) a partir de triglicéridos y la oxidacién de AG. La hiperinsulinemia
que se acompafa de obesidad estimula la sintesis de AG por el higado lo que,
genera una elevacion plasmatica de AG libres. Por esta razén, cantidades
mayores de AG libres, se descargan desde el tejido adiposo hacia el higade,
donde los AG se re-esterifican para formar TG y para ensambiar VLDL, las
cuales son enviadas a la circulacién y por consiguiente, al incrementarse los
niveles de VLDL, se incrementan los de LOL (Flier 2008; Brunzell 2007).
Numerosos estudios han demostrado que las concentraciones plasmadticas de
LDL se encuentran relacionadas, de forma directa con el riesgo de
enfermedades coronarias, mientras que los valores de HDL-c lo estin de

manera inversa (Carmena 1999).
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7. PROTEINA TRANSPORTADORA DE TRIGLICERIDOS MICROSOMAL
{MTP}

71 Generalidades de la Proteina Transportadora de Triglicéridos

Microsomal

La Proteina Transportadora de Triglicéridos Microsomal (MTP), s una proteina
que juega un papel muy importante en el transporte de lipidos, necesaria para
el ensamblaje y secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad como las
VLDL en el higado, asi como de los quilomicrones en el intestino. La MTP es
una proteina heterodimérica que transporta lipidos, formada por una subunidad
tnica de 97-KDa, con una enzima multifuncional (isomerasa disulfuro). La
subunidad, le confiere la actividad de transporte de lipidos mientras que, la
isomerasa disulfuro realiza la unién al reticulo endoplasmico. La presencia de
MTP se ha identificado en hepatocitos, enterocitos asi como en células de
alguncs otros tejidos (Mahmood 2003). La MTP contiene tres motives
estructurales (B-bardil N-terminal, hélice o central v una cavidad lipidica C-
terminal} y tres dominios funcionales (ransferencia de lipidos, asociacion a

membranas, sitio de unién a ApoB) (Harris 1995).

En la Figura 4 se muestra el modelo motecular de la subunidad M de MTP en
comparacion con su homologia a la estructura de la lipovitelina.
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Lipovitelina Subunidad M

D
}d.:trm
a ApoB

Figura 4. Estructura de la subunidad M de MTP y homologia con lipovitelina
(Tomado de Mahmood, 2003).

7.2 Gen MTP

La proteina MTP es codificada por el gen de MTP, que se localiza en el
cromosoma cuatro en el locus 4g23. El gen contiene 18 exones los cuales
codifican para una proteina de 894 aminoacides. Dicha proteina juega un papel
importante en el ensamblaje asi como la secrecicn de lipoproteinas como por
ejemplo los quilomicrones en el intestino o las VLDL en higado. (Luevano
2009).

7.3 Polimorfismos -493 G/T en el gen MTP

El gen MTP posee distintos polimorfismos entre los que se encuentran -400
AT, -164T/C, -493G/T, | / T 128; los tres polimorfismos ubicados en la
region promotora del gen se han estudiado en individuos sanos o con diabetes
mellitus, dislipidemias primarias, entre otras enfermedades (Ledmyr H 2002;
Rubin 2006; Lundahl 2000). E| polimorfismo -493G/T se ha sido asociado con
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diferentes parametros como el perfil de lipidos, IMC (Ledmyr H 2002), insulina,
glucosa, presion sanguinea (Rubin 20086), obesidad abdominal (Berthier 2004)
asi como las enfermedades cardiovasculares (Ledmyr H 2004). La variante T
de MTP se ha asociade con cambios en los niveles de VLDL y LDL en
pacientes diabéticos tipo 2. (Carmena 1999; Phillips 2004}. Existen reportes en
los cuales la presencia del alelo -493T se ha asociado con una disminucion en
suero de colesterol totaf, VLDL, LDL (Ledmyr 2008), lo que sugiere la
posibilidad de, que niveles bajos de LDL colesterol se asocien al polimorfismo lo
cual puede proporcionar proteccion contra  aterosclerosis en pacientes
diabéticos tipo 2. Sin embargo, el estudio Framingham no demuestra dicha
asociacién entre el polimorfismo -483 G/T de MTP con concentraciones de
lipidos vy lipoprofeinas. Estudios de pacientes con enfermedades
cardiovasculares demuestran que, hombres de raza negra homocigotos para la
variante T presentan un aumento en las concentraciones de apo B, LDL
colesterol y triglicéridos en plasma. La explicacion a estas discrepancias
pueden ser debido a que, el fenotipo del polimorfismo -493 G/T de MTP esta
fuertemente regulada por la obesidad visceral. (Ledmyr H 2004). Algunos
reportes demuestran un incremento  del mRNA de MTFP con aumento en el
nimero de quilomicrones, con una potencial alteracion aterogénica. Por ofra
parte, estudios realizados en pacientes con DM2 el polimorfismo -493G/T se ha
asociado como marcador de esteatosis hepdtica no alcohdlica (Phillips 2004).
Se ha demostrado que el homocigoto para el alelo G presenta un incremento en
la concentracién de LDL en pacientes diabéticos tipo 2 de origen chine, pero no
habia efectos en los sujetos heterocigotos. En sujetos no diabéticos
heterocigotos no hay cambios en las VLDL, LDL, trglicéridos o colesteroi,
mientras que para sujetos homocigotos para ¢l alelo T el nlimero de particulas
de VLDL, LDL y colesterol total es significativamente menor. Ademds en la
actualidad se reconoce que estas patologias mencionadas anteriormente estan
relacionadas con componentes genéticos en estos casos la identificacion
oportuna es muy importante. La genética de los individuos representa un factor
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importante; en la variedad Inter-individual de fos niveles séricos de colesterol,
triglicéridos y lipoproteinas portadoras de estos lipidos ya que representan un
factor de riesgo para el desarroflo de enfermedades cardiovasculares (Phitlips
2004).

8. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La cbesidad es una enfermedad crénica degenerativa {ECD), caracterizada por
un exceso de tejido adiposo en el organismo, que se origina por un desequilibrio
de la ingesta con el gasto caldrico, siendo mayor la ingesta. Aproximadamente
el 70% de la poblacidn adulta en México, presenta sobrepeso u obesidad. En la
actualidad la poblacion infantil se esta viendo afectada, donde casi un tercio de
la poblacién infantil presenta problemas de peso corporal. Por [0 tanto, la
obesidad representa un problema de salud pulblica en nuestro pais, por su
elevada prevalencia asi como la morbi-mortalidad la cual se asocia con:
resistencia a la insulina, diabetes melfitus tipe 2, enfermedades
cardiovasculares, cancer entre otras. El costo de la atencion médica, de las
enfermedades relacionadas con el sobrepeso u obesidad como las
enfermedades cardiovasculares, cerebro-vasculares, hiperension, algunos
tipos de cancer asi como de diabetes mellifus tipe 2, se incrementd en un 61%
durante el periodo 2000-2008, al pasar de 26,283 millones de pesos a 42,246
millones de pesos. Para el 2017 se estima que, dicho gasto serd alrededor de
los 77,919 millones (en pesos de 2008). Esto debido a que la aportacidn
financiera que el pais destina al tratamiento médico de la obestdad corresponde
aproximadamente a $54, 083 millones de pesos, lo cual representa el 10.8% de
todo el presupuesto en salud o 0.5% del Producto Interno Bruto (Freedman
2001). Existen factores fisiolgicos, socioculturales, psicolégicos que favorecen
el desarrollo de obesidad ademas de los factores genéticos, que se han puesto
de manifiesto en numerosos estudios {Arner 2000; Masson 2003). Hoy en dia,
el avance en la biologia molecular ha permitido la identificacion de genes que

codifican para proteinas que, regulan el metabolismo de lipides. Por lo fanto su
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relacién, en el desarrollo de la obesidad, abre una atternativa de estudio donde
genes como el gen de la proteina de transportadora de triglicéridos microsomal
(MTP), que participa en el transporte de lipidos, ensamblaje vy secrecién de
lipoproteinas como las VLDL en el higado y los guilomicrones en el intestino
puede relacionarse con las manifestaciones asi como las caracteristicas tipicas
de la obesidad. Diversos estudios han mostrado la relacion del polimorfismo -
493G/T del gen de MTFP con las alteraciones de lipidos plasmaticos. Por tal
motivo, en el presente estudio se pretende investigar si existe una asociacion
del polimorfismo -493 G/T de gen MTP con pardmetros antropométricos y
bioquimicos en sujetos con sobrepeso u obesidad con la finalidad de encontrar
marcadores de susceptibilidad a la obesidad.

9. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud pricritaric debido a que esta condicién
patoldgica representa ser factor de riesgo para el desarrollo de diversas ECD.
La OMS reconoce que, alrededor de 18 millones de personas mueren cada afno
por patologias asociadas con la obesidad. La OMS estima la existencia de 1
billén de adultos con sobrepeso y al menos 300 millones aduttos con obesidad.
Sin embargo, la diversidad étnica de cada poblacion requiere ajustar los
critetios de diagndstico del sobrepeso o la obesidad para cada etnia, la
prevalencia de sobrepeso en adultos se incrementa a 1.7 billones en todo el
mundo. Asi, que la prevalencia para el afio 2015 sera de aproximadamente 2.3
billones de adultos con sobrepeso y méas de 700 millones con obesidad (Walfey
2006; OMS 2007).

Actualmente, México ocupa el segundo lugar en prevalencia de obesidad a nivel
mundial en poblacidn adulta. El padecimiento de esta enfermedad trae como
consecuencia e desarrollo ECD, las cuales tienen una elevada morbi-
mortalidad en nuestra poblacién. Uno de los principales origenes para el
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desarrollo de la obesidad es |a interaccion gen-medioambiente ademas de otros
factores como la presencia de mutaciones y/o polimorfismos en moléculas
adipogénicas, los genes reguladores del metabolismo de lipidos los cuales son
parte importante para su manifestacion. Por lo tanto, la importancia de realizar
este estudio radica en establecer el papel que juega ia presencia del
polimorfismo -493G/T en nuestra poblacion con pardmetros antropométricos v
bioquimicos en pacientes con scbrepeso u obesidad.

10. HIPOTESIS

Ho: El polimorfismo -493G/T no se asocia a alteraciones en pardmetros

antropométricos y bioquimicos en pacientes con sobrepeso u obesidad.

Hi: El polimorfismo -493G/T se asocia a alteraciones en pardmetros
antropométricos y bioguimicos en pacientes con sobrepeso u cbesidad.

11. DISENO METODOLOGICO
11.1 Objetivo General

Analizar la asociacion del polimorfismo — 483 G/T del gen MTP con pardmetros

anfropométricos y bioguimicos en pacientes con sobrepeso u obesidad.
11.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar los pardmetros antropométricos en sujetos con sobrepeso u
obesidad.

2. Identificar las alteracicnes metabdlicas en sujetos con sobrepeso u
obesidad.

3. Determinar la frecuencia genctipica y alélica del polimerfismo -483 G/T
del gen MTP en los sujetos de estudio.
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4. Analizar la asociacion del polimoriismo -493 G/T del gen MTP con
parametros antropométricos y biogquimicos.
5. Analizar la asociacion del polimorfismo -493 G/T del gen MTP con la

presencia
De resistencia a la insulina y ¢besidad abdominal.

11.3 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo, observacional, transversal.

11.4 Universo de Estudio

Sujetos con sobrepeso u cbesidad de 18 a 65 arios de edad.

11.5 Unidad de analisis

Sujetos con sobrepeso u obesidad con edades de 18 a 65 afios portaderes del
polimorfismo -493G/T del gen MTP y residentes de la Zona Metropolitana de
Guadalajara

11.6 Consideraciones Eticas

Normas y principios éticos para las investigaciones médicas en humanos
Declaracién de Helsinki (592 Asamblea General de la Asociacion Médica
Mundial, Setl, Corea, 2008).

11.7 Criterios de inclusién

« Syjetos de ambos géneros que presenten Sobrepeso u Obesidad {IMC =
25 kg/m®)
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+  Ser mayor de edad ( »18 afios)
+ Sujetos que firmen la hoja de consentimiento informado

(ANEXO 1. Consentimiento Informado)

11.8 Criterios de no inclusién

« Enfermedad cronico degenerativa previamente diagnosticada (DM2,
cardiovasculares, HTA}

+ Diagnostico previo de enfermedades endocrinas

+ Estar bajo aigun tratamiento para bajar de peso

« Estado fisiologico de embarazo

s Consumo de bebidas alcohdlicas (220gr/dia)

« Consumo de farmacos hipolipemiantes, hipoglucemiantes

» Consumo de alguna Droga o derivado

11.9 Criterios de exclusién

+ Sujetos con IMC = 25 kg/m2 por exceso de masa muscular
« Muestra insuficiente o degradacion del DNA
« No sea posible genotipificar la muestra

11.10 Calculo de tamafio de muestra

Para determinar el tamafio de la muestra en cada grupe de genotipos (-
493GG y -493GT/TT), se utilizé la formula de Fleis (Fleis 1987, Statistical
methods for rates and propottions}).

N= plqi+p2q2 (Za+ZB) 2 = 19°81+50°50 (1.96«1-0.85)2 =33

(p1-p2)? (19-50)*
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N= tamano de la muestra
pl= probabilidad del alelo T
Q1= probabilidad del alelo G
Za= error estandar 1

ZB= error estandar 2

El tamano de muestra minimo requerido fué de 33 sujetos para cada
grupo de genotipo (-493GG y -493GT/TT), determinado en base a la frecuencia
del alele T {Luevano KE 2009).

Asi, de acuerdo a estos datos, se obtuvo la seleccién de la muestra
mediante un muestreo dirigido (no probabilistico) de sujetos voluntarios, en €l
que se seleccionaron individuos con las caracteristicas especificadas
previamente en los criterios de inclusidon del estudio. De esta manera, la
muestra quedé conformada por 130 sujetos de la zona metropolitana de

Guadalajara.

11.11 VARIABLES DE ESTUDIO
11.11.1 Variables independientes:

+ Genotipos del gen MTF
+ Género
+« Edad
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11.11.2 Variables dependientes:

Mediciones antropomeétricas

+ Peso comoral

« |IMC

« Circunferencia de cintura {CC)
s Circunferencia de cadera (CCa)
 indice Cintura-Cadera (ICC)

+ % de grasa corporal
Mediciones clinicas

« Presion arerial sisidlica

« Presion arterial diastdtica

Mediciones bioquimicas

+ Triglicéridos (TG)

» Colesterol total (CT)

« LDL

« HDL

= VIDL

e Glucosa

e Insulina

+ Proteina C reactiva (CRP)
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11.12 CRITERIOS Y ESTRATEGIAS DETRABAJO
11.12.1 Seleccion de pacientes

La inclusién de pacientes, se realizd mediante una convocatoria en diferentes
instituciones del sector salud. A los posibles participantes se les realizé una pre-
valoracidn clinica y antropométrica para determinar, el cumplimiento de los
criterios para incluirios en el estudio. Una vez seleccionados, se les informé
sobre la naturaleza de la investigacién, una vez aclaradas las dudas se
procedio a recabar la firma del consentimiento informado.

11.12.2 Entrevistas personales

Cada sujeto fue entrevistado con el fin de obtener informacion de aspectos
demograficos, antecedentes familiares, patologicos, asi como ef estilo de vida
(actividad fisica, tabaquismo ¢ censumo de alcohol efc.) Esta informacion se
obtuvo con la utilizacién de un cuestionario estandarizado (Anexo 2. Formato

de Entrevista).

11.12.3 Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre se obtuvieron por la manana, previo ayuno de 12
horas. Todas las evaluaciones bioquimicas se determinaron por quimica seca
en un Analizador Vitros 250. Los parametros bioguimicos evaluados fueron: TG,
CT, HDL, LDL vy VLDL, Glucosa y CRP, La insulina se determiné mediante un
Inmune ensayo enzimatico de microparticulas (MEIA). La resistencia a la
insulina fue calculada con base al HOMA; &l cual se obtiene mediante la
aplicacidn de la formula: glucosa (mg/dL) x Insulina (uU/mL) / 405; v a este
indice se le conoce como MOMA-IR (Resistencia a la insulina determinado por
HOMA).
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11.12.4 Mediciones clinicas y antropométricas
Las mediciones antropemétricas también se realizaron en ayuno de 12 horas.
Se obtuvo la talla utilizando un estadimetro con precision de 0.5 cm. La
circunferencia de cintura se obtuvo en el nivel mas estrecho, entre el borde del
costal interior v la cresta iliaca. La circunferencia de cadera se tomé en €l nivel
posterior maximo de protuberancia de los gliteos. Para determinar la
composicion corporal se utilize un equipo In Body 3.0. La presidén arterial se
obtuvo con un esfigmomandmetro digital. El estado nutricio se efectud de
acuerdo a indicadores antropométricos, bioguimicos, clinicos y dietéticos.

11.12.5 Aislamiento de DNA en sangre periférica

La extraccién del DNA gendmico (gDNA) se realizdé mediante la técnica
modificada de Miller (Miller 1998). A partir de 3 ml de sangre periférica se
transfiere la sangre a tubos Falcon de 10 ml, se adicionan 3 ml de TTS (tris-
fritdn-sacarosa), posteriormente se centrifugan a 3500 rpm durante 15 min. Al
terminar se decanta el sobrenadante a un vaso con cloro {(desechar). Este &s un
puntc muy importante puesto que en el fondo queda un botdén que no debe
perderse al decantar los tubos. Agregar al botdn 1ml de TTS, transferilo a un
tubo Eppendorf de 1.5 ml, homogeneizar fuerte {con la mano o con un vortex
con disco agitador para tubos Eppendorf} hasta disolver el botdn, centrifugar
con una microcentrifuga a 12,000 rpm durante 2 min., decantar el sobrenadante
y agregar 1 ml de TTS, ofra vez disclver el botén, centrifugar ofros 2 min (este
paso se fiene que repetir hasta que el botén quede blanco). Una vez que se
haya desechado el sobrenadante, al boton blanquecine restante se le agregan
570 uL de NaCl 5mM (solucién hipotdnica) homogeneizar 2 min {aqui no se
decanta) e inmediatamente agregar 30 ul de Solucién Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS) al 10%, homogeneizar en el vortex 15 minutos, afiadir 200 uL de NaCl
saturado, homogeneizar 15 min. Centrifugar a 11,500 rpm por 30 min a 42C.
Finafmente, se decanta la fase acuosa superior que contiene el gDNA a un tubo
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con 2 ml de etanol absoluto frio, se almacena el tubo en un congelador a - 20°C
durante toda la noche (Para facilitar la precipitacion). EI gDNA precipitado es
capturado con una micropipeta automatica de 1 ml y transferido a un tubo
eppendorf de 1.5 ml con 500 ml de etanol al 70%, posteriormente el tubo
eppendorff se centrifuga a 9,000 rpm durante 10 min a 4°C. Al terminar se
vuelve a decantar, se coloca el tubo eppendorff boca abajo en gasa estéril para
resuspender el boton con 250 uL de agua destilada desionizada estéril (DDW).
En la figura 5 se esquematiza el protocolo de extraccion del gDNA. NOTA: Las
muestras se conservan en refrigeracion a 4°C durante toda la noche para
permitir ka hidratacion de gDNA.

Ne obstiene
3mlde sungre  Scagregn ol mismu A-’-W"':r:d-ﬂ-'-'v"""- / Fl sobrensdunte se elimins Se agregn 1| mi
o z 3 ¢l butda s transfiere de solucion (TTS).
= TTS) I:J o Sy = u o wbo eppendortl.  scigic e s 8 min.
i E
=22 i i e Sele aaden §70 ul. F":P"';‘l‘:""'“‘ = ar2000mm
W_ e seNaClSmM oo basts 7 Summe mun.
- (xalucidn Hipaednien), quedar blance -
=} el bora de lewcos.
lamediatamente después s agrega 30 ul
de unx Solucion Dudecil Sulfato de Sodia i —
SDS) al 10 % agirindalo e <
- ey ALLSOOTDM durmnte 0 S gecunta n e cwonn
A preparative con refrigeracion & '““'"“"‘_":;“_':l"::""”""
_— aihaden 300 u —
C e il “(Etmnol Absatute frie).
y volviende agitar
i - oy TS
i L €3 transferido 2 un tubo BiONA S praciitady. @
& = g’: eppendorfde LS ml e @ =5
A3y térmmnc se decants o Ul S Sl A SO 8 TR Se conserva ol tubo ra un congelador
e OB ENBUIE TEDIEATD 29,000 rpm. & -20°C dursate tods ls aoche.
i GrocrdiTmer o antenor Durante 10 min. 2 39C.
Dando otre vado.
1 1 = Las muestras 1e conservan
= p— L enretrigeracion a 45C duramte
— b Mo = Para resuspender el botén | €0da la noche para permitic
| e | =280 ol s hideatacidn du gOMA.
—_— de agua destilada

Colacado en gasa estéril

Figura 5. Esquema de la extraccion del gDNA
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11.12.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El objetivo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es obtener una
gran cantidad de copias de un fragmento de DNA especifico.

La técnica de PCR descrita por Kary B. Mullis en 1983, la cual consiste en una
amplificacion del DNA in vitro, donde un segmento de DNA se amplifica
mediantela utilizacion de un par de cebadores o iniciadores, de acuerdo a la
especificidad de las secuencias podemos amplificar regiones concretas de
DNA.

La PCR consiste en ciclos de los cuales cada uno constan de temperatura de
desnaturalizacién, alineamiento (paso en el cual los cebadores se unen a sus
secuencias especificas) vy la ultima temperatura es la de extensién en donde la
enzima Taq polimerasa (“termophilus aquaticus polimerase”) sintetiza el DNA
sélo en la regién en la que se han hibridado los cebadores. En la Figura 6 se

esquematiza las etapas de un ciclo de PCR.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
35 Ciclos de I pascs

ROROVEOHy ==

Figura 6. Etapas de un ciclo de PCR
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Las condiciones de amplificacién del PCR son las siguientes: volumen final de
50 pL, buffer 1X para PCR, (Tris-HCI, KCI, {NH4)2SO04, pH 8.7), 1.5 mM de
MgClz, 0.2 mM de dNTPs, (JATP, dTTP, dGTP, dCTP}, 0.1 puM de cada
Iniciador ( iniciador sentide: 5 AGTTTCACACATAAGGACAATCATCTAS e
iniciador antisentido: 5'GGATTTAAATTTAAACTGTTAATTCATATCAC 3, y
1.25 U de Tag DNA pofimerasa {Invitrogen Life Technologies), y 1 ug de gDNA
y se le adiciona H:0 c.p.b 50pL de reaccidn. La PCR se llevd a ¢abo en un
termociclador Perkin Elmer 2400 con una desnaturatizacion inicial de 94°C
durante 5 min, seguide de 35 ciclos de PCR constituidos de una
desnaturalizacion de 94°C por 1min, alineamiento de 47°C por 1 min vy la
extensién de 72°C por 1 min, se considero un ciclo de extensién final de 5 min a
72°C (Medificado de Phillips 2004).

El tamaiio del amplicon es de 109pb {Anexo 3. Formato de PCR). El disefio y
andlisis de la secuencia de los iniciadores se obtuvo con ayuda del programa
Oligo 7 {(ntipyiweww pitedu’~rsup/QlicoCaic.aiml), y la genoespecificidad se

evalud mediante el programa Blast, (hitp/fweaw. nebinim.nib,sowBLASTY,

11.12.7 Electroforesis

La agarosa es el soporte solido mas ufilizado para electroforesis hotizontal, es
un polisacdrido formade por unidades de agarobiosa (B-D-Galactosa-3,6
anhidrido-a-L-Galactosa). En la figura 7 se esquematiza la estructura guimica
de la agarosa.

El principio basico de la electroforesis consiste en la migracién de moléculas,
eléctricamente cargadas, por accion de un campo eléctrico, a través de un

soporte © matriz de naturaleza porosa; por lo tanto la separacién de las
moléculas depende del tamafio o peso molecular y la forma de las mismas.
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B-D-Gal 3,6 anhidro-a-L-Gal

Agarobiosa

Figura 7. Estructura quimica de la agarosa

La migracién del DNA se ve afectada tanto por la composicion como por la
fuerza i6nica del amortiguador empleado de manera que se debe establecer un
balance de iones que genere una fuerza ionica suficiente para fograr la
conductividad eléctrica, sin excederse ni ocasionar en el peor de fos casos un
calentamiento excesivo con funcion de la agarosa y desnaturalizacion del DNA.

Entre los amortiguadores mas usados se encuentran Tris — acetato — EDTA
(TAE), -Tris borato- EDTA (TBE) y Tris- Fosfato- EDTA (TPE).Para que la
electroforesis se pueda llevar a cabo, es necesario el empleo de una soiucion
amortiguadora que proporcione la fuerza idnica y sirva coma conductor de la

corriente eléctrica.

Otro buffer de suma importancia en la electroforesis es ef de carga dei gef,
formado por los colorantes azul de bromofenol y xilencianol; esta mezcla tiene
como proposito simplificar la carga del gel al proporcionar color a la muestra e
incrementar la densidad de la misma.

Para detectar los productos de PCR, es necesario tefiir el gel de agarosa con
bromuro de etidio, esta sustancia se intercala entre las bases det DNA y emitir
fluorescencia en presencia de la luz ultravioleta (UV), de manera gue &
colorante unido al mismo presenta una mayor fluorescencia (Sambrook 2001).

36



JORGE MARTIN GONZALEZ AVALOS

" TESIS DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA

En la figura 8 se esquematiza todo el equipo requerido para la realizacién de la
electroforesis.

1) Camara de electroforesis horizontal, sitio fisico para realizar la
electroforesis, 2) Fuente de poder, proporciona el voltaje adecuado para el
mantenimiento del campo eléctrico, 3) Transiluminador, equipo con lamparas
que proporciona luz ultravioleta y 4) Equipo de fotodocumentacion el cual
sirve para digitalizar la fotografias de los geles.

Figura 8. Equipo requerido para realizar una electroforesis.

11.12.8 Analisis de los productos de PCR.

Por lo tanto, para identificar el producto de la reaccion de PCR se sometié a una
electroforesis en gel de agarosa al 3% a una intensidad de campo eléctrico no
mayor de 80V y con buffer TBE 1X como conductor; ademas se utilizd 1.2uL de
buffer de carga por muestra (Sambrook 2001) y el gel fue tefido con bromuro

de etidio.
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El marcador de pesc molecular utilizado como referencia para el andlisis fue de
50pb (Invitogen™), se eligid este marcador debido a que €l tamario del producto
de PCR esperado es de 109 pb, después del comimiento det producto de PCR
es visualizado en un transiluminador de luz uliravioleta (Biomaging System™,
ademas los geles de interés son fotodocumentados para andlisis posteriores,

11.12.9 Identificacion del polimorfismo -493G/T del gen MTP

A partir del producto de PCR de 109pb previamente amplificado; se tomaron
40ul  del fragmento amplificado y se incubaron con 2.5 U de la enzima de
restriccion Hph / (Biolabs) durante 16 hrs a 37°C. Los fragmentos de restriccion
fueron analizados en un gel de agarosa al 3% y fueron tefidos con bromure de
efidio. El genotipo silvestre (GG) corresponde a fragmentos de 89 y 20 pb; el
genotipo heterogigoto corresponde a 109, 89 y 20 pb; mientras que el genotipo
polimérfico (TT) corresponde a un fragmento de 109 pb. El 50% de las muestras
fueron genctipificadas por duplicado para confirmar los resultados.

12. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd ef software SPSS versién 11.0, para el andlisis estadistico 10s sujetos
heterocigotos (GT) y homocigotos (TT) fueron agrupados como un solo grupo
(GT/TT) vs el grupo silvestre (GG).

El andlisis descriptivo de las variables cuantitativas se expresaron como medias
+ desviacion estandar y las vanables cualitativas como frecuencias {%). La
comparacion entre grupos para vanables cuantitativas se realizé mediante la

prueba paramétrica “t” Student.
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13. RESULTADOS
13.1 Descripcion de la poblacidn de estudio.

En ol presente trabajo se estudiaron un total de 130 sujetos, que presentaron
sobrepeso U obesidad (IMCz225kg/m?), de los cuales, 78.5% fueron mujeres
(n=102} y el 21.5% fueron hombres (n=28). La media de edad fue de 38.7 +11
afios, el rango de edad fue minimo de 20 afios y el maximo de 62 afocs. Las
caracteristicas socio-demograficas v clinicas de los sujetos estudiados se

muestran en la Tabla 6.

Variables
Genero
Mascutino
Femenino
Estado civil
Soltero

Casado /U libre
Divorciedo/Viudo
Antecedentes familiares de obesidad
No

Sf

Antecedentes familiares DM2

Mo

Si

Antecedentes familiares de HTA
No

57

Ingesta de bebidas alcohélicas

No

5

Fumadores

No

Si

Actividad Fisica

Sedentaria

Moderado

Intensa

39



JORGE MARTIN GONZALEZ AVALOS
TESIS DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA

13.2 Estado nutricio.

El peso corporal promedio de 103 sujetos analizados fue 86.7+18.2 kg y del IMC
fue 32.8 16 kg/mg. De acuerdo a los criterios establecidos porla OMS, el 39.2%
(n=55) de los sujetos presentd sobrepeso mientras que, el 60.8% (n=79)
presenté obesidad. De los sujetos con obesidad 28.5%, presentaban cbesidad
tipo 1 {n =37}, 23% obesidad tipo 2 (n=30) y 9.3% obesidad tipo 3 (n=12} (Ver
Grafica 1).

Grafica 1. Composicion corporal de los sujetas estudiados.

! Composicion Corporal

= Sobrepeso

" Obesidad Tipo 1

Qbesidad Tipo 2
Obesidad Tipo 3 |
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13.3 Caracteristicas clinicas, antropométricas y bioquimicas.

En la Tabla 7 se presenta las caracteristicas generales clinicas vy
antropométricas de los sujetos estudiades. Como se puede observar los sujetos
analizados presentaron una media de circunferencia de cintura por arriba de lo
recomendade (Hombres 2 94 cm, Mujeres = 80 cm, OMS, 2000), resistencia
insylina (> 2.5 indicade a través del valor de HOMA-IR} y presentaban un grado
de inflamacion indicado por la elevacion del reactante de fase aguda de

proteina C reactiva.

.. . _._ Medias*DE
Edad (afios) B 385 + 11.0
Pesolkg) 87 + 180
IMC (Kg/m*) 328 £ 60
€C (cm) L 1018 * 15.0
CCaf{cm) L 1150 + 13.0
Icc 0.88  0.08
“PA sistolica (mm Hg) 1210 ¢ 150
PA Diastolica {mm Hg) 78.0 * 10.0
Glucosa {mg/dL) 953 + 184
Insulina {pU/mL) 126 = 56
"HOMA-IR 30 * 13
CRP(mg/l) 70 ¢+ 490
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En la Tabla 8 se presentan los valores oblenidos del perfii de lipidos de los
sujetos estudiados. Se observa que la media de triglicéridos séricos se
encuentran superior & lo recomendade asi como también los pacientes
presentaron niveles de LDL séricos cercanos al  puntos de corte superior
permitido o considerado normal. Para la investigacién, de acuerdo a los criterios
de la ATP I, los siguientes valores de lipidos medidos en estado de ayuno se
consideran dislipidemias; hipercolesterclemia valores de CT 2 200 mg/dL e
hipertriglicezidemia TG = 150 mg/dL, se considerd hipoaHfalipoproteinemia
valores de HDL-c < 40 mg/dL en hombres 6 < 50 mg/dL en mujeres, LDL-¢c =
130 mg/dL, VLDL-c = 40 mg/dL, (ATP lil, 2001 disponible en linea 6).

B Variables Medias + DE
Colesterol (mg/dL} 184.8 + 35.0 .
Triglicéridos (mg/dL} 1740 + 1136

HOL (mg/dL) 426 = 277
] LDL {mg/dL) 1052 * 305
o MWCL(mgfdl) 329 % 192

13.4 identificacién de alteraciones metabdlicas.

En la Tabla 9 se muestran las frecuencias de dislipidemias, resistencia a la
insulina y obesidad abdominal presente en los sujetos estudiados. Por lo tanto,
fa dislipidemia mas frecuente en los sujelos con exceso de peso fue la
higoalfalipoproteinemia seguido de la hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.
Asi mismo, mas de la mitad de la poblacion estudiada presenté ofras
alteraciones metabolicas tales como obesidad abdominal y resistencia a Ia
insutina, estas ulimas son dos condiciones fuertemente asociadas a las

comorbiiidades asociadas a fa obesidad.
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“Dislipidemias - -

_Hipercolesterolemia s 4323
Hipertrigliceridemia ~ o 63 (48.4) ~

_Hipoglfelipoproteinemia B ___72(55.4)

Resistenciaalainsulina  gs(e53)
Obesidad abdominal B 99{76.2)

La resigtencia a la insylina se determiné mediante el HOMA-IR
13.5 Caracteristicas dietéticas de los sujetos de estudio

Al analizar el registro directo del consumo de alimentos durante tres dias, en ia
tabla 10 se muestra la ingesta dietética obtenida de la pcblacion estudiada. De
la ingesta caldrica que mantenian los pacientes se observa un consumc de

grasas supefior a lo recomendado (37 + 6.2 %), siende principalmente elevado

en grasas saturadas y baja en grasas poliinsaturadas.

Vanaslés .dieteticas o Media * DE ngo (Mm-x}
“Energia (Kcal/ dia) 230782720 7 1055-4749
Hidratos de carbono (%} 43778 30.1-70.2
“Proteings (%) 157232 104-255
“Grasas (%) - 37.7+62 224-522
Grasas saturadas (%) 11.3+2.3 6.3-17.7
Grasas monoinsaturadas {%) 126+3.3 53-20
Grasas polinsaturadas (%) 55+1.6 o 2.7-10
“Fibra (gr/dia) 19t 7.8 ) 58-42,1
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13.6 Identificacion del polimorfismo-493 G/T del gen MTP.

Se realizo la identificacion del polimorfisme -493 G/T del gen MTP, los patrones
de restriccion del polimorfismo se muestran en la Figura 9, En esta figura se
muestran los productos de PCR, el cual consistio en un fragmento de 109pb;
asi mismo se muestra una fotografia representativa en la cual se pueden
visualizar los 3 genotipos posibles del polimorfismo -493G/T del gen MTF.

Con respecto a los productos de digestion que se observan del genotipo
heterocigoto los fragmentos de restriccion esperados son fragmentos de 109,
89 y 20pb; esta Ullima banda no se visualiza en el gel de electroforesis al 2%
debido a la resolucién del gel; sin embargo con las bandas de 109 y 89pb es
posible identificar los 3 genotipos.

PANEL L PANEL B

1T 2 3 4 5 & T §CaRRIL

108 pb

Figura 9. Fragmentos amplificados y patranas de restriccién de los polimorfismes -493G/T
del gen MTP. Panel A. Se observa en el tarril 1 el marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogenm), del carril 2 al 7 se observa la bandz de 109pbk que corresponde al
amplicon dal gen MTP. Panel B. Esquematiza los patrones de restriccién del polimorfismo -
493G/T. Carril 1, marcador de peso molecular de 50pb (Invitrogenm}, Carril 2, 5y 6
corresponde a pacientes con el genotipe G/T , Carril 3,4 corresponde a pacientes con ai
genotipo GG vy el Carril 7 corresponde a un paciente con Genotipo TT.
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Al realizar la genotipificacion de 130 sujetos incluidos en el estudic el 54% de
ellos resuttaron ser heterocigotos (n=70); el 39% fueron homacigotos GG (n=51)

y el 7% homocigeto TT (n=9).

En la Grafica 2 se presenta la frecuencia de Jos genctipos del polimorfismo -

493G/T en ia poblacion estudiada.

Grafica 2 Frecuencia del polimordismo -493G/T del gen MTP en sujetos con
sobrepeso u obesidad

f Erecuencia dei polimorfismo -493G/T
del gen MTP

j 266 GT i
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Por otra parte la frecuencia zléiica fue de 66% para alelo G (n=172) mientras
que, el 34% para el alelo T (n=88) como se muestra en la Grafica 3.

G/T del gen MTP

Frecuencia alélica del polimorfismo '
i -493 G/T del gen MTP

dAlelo G Alelo T

Debido a que, en ef estudic enconiramos unicamente 9 pacientes con el
genctipo TT (7%), los sujetos homocigotos TT se agruparon con |os sujetos
heterocigotos GT para ef anglisis de fos resultados. Por lo tanto, el 61% de los
pacientes fueron portadores del genotipo GT/TT y 39% fueron del genotipo GG.
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13.7 Caracteristicas clinicas, antropomeétricas de acuerdo al genotipo del
gen de MTP.

Los 130 pacientes fueron divididos en 2 grupos de acuerdo a su genotipo del
polimorfismo -493 G/T de MTP, encontrandose que ambos grupos de estudio
{GG vs GT/TT) neo presentaron diferencias estadisticas significativas entre sus

caracteristicas clinicas, antropométricas (Ver Tabla 11).

Variables Genotipo (GG} Genotipo (GT/TT) Valorde -

P
SexoM/F (%) 24/76 _19.5/805 NS
Edad (Afios) 4044116 37.5£10.8 NS
Peso (Kg} 86.6+20.3 86.7+16.8 NS
IMC (Kg/m®) 33.3£7.0 32.425.2 NS
CC {cm) 102.4115.4 101.5+14.9 NS
CCafem) 114.9+14.6 115.212.3 L
ICC (em) 0.89£0.09 0.88+0.08 N
PA Sistélica (mm Hg) 124+17.9 120£13 NS
_PA Diastélica {mm Hg) EEET N 78r11 NS
Glucosa [mg/fdL} 97.4+22.9 94.0+14.7 NS
Insuling {pu/mL} 14.6+7.8 14+5.4 NS
HOMA-IR 3.442.1 3.3t16 NS
CRP(me/l) 7.915 Y- _ NS

MTP. Proteina transportadora de triglicérides microsomal;, IMC: indice de masa corporal; CC:
Circunferencia de cintura; ICC: indice de cintura-cadera; CCa: Circunferencie de cadera, PA: Presion
arterial.
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13.8 Asociacién del polimorfismo -493 G/T del gen MTP con el perfil de
lipidos.

En la Tabla 12 se presentan las medias obtenidas del perfil bioquimico en los 2
grupos, observandc que los sujetos con el genctipo GG muestran un ligero
aumento en los niveles de colesterol, triglicéridos, LDL, VLDL; y los pacientes
portadores del genotipo GT/TT tuvieron un tigero aumento en la concentracion
sérica de las HDL; sin embarge estas diferencias ne fuercn estadisticamente

significativas.

Variables Genotipo GG Genotipo GT/TT Valor de P

Colesterol {mg/dL) 1888 £ 37.1 182.2 + 335 NS
_Triglicéridos {mg/dl) 1863 * 1217  166.0 * 108.1 NS
HDL {mg/dL) 397 + 101 446 1+ 347 NS
LDL {mg/dL) 1113 + 30.8 1080 * 304 NS

VLOL (mg/dL) 335 + 186 323 #1867 NS

MTP: Proteina transportadera de triglicéridos micresomal; HDL: Lipoproteina de alta densidad,
LDL Lipoprotelna de baja densidad; VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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13.9 Asociacion del polimorfismo -493 G/T del gen de MTP con

alteraciones metabdélicas.

Se analizo la frecuencia de las dislipidemias de acuerde al genctipo del gen
MTP las cuales se muestran en la Tabla 13, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en |z prevalencia de estas dislipidemas; sin
embargo se observa que oS sujetos portadores del genotipo GT/TT maostraron
una prevalencia de dislipidemias ligeramente inferior a los presenfado en los

sujetos con ef genotipo silvestre GG .

Dlsllpidemlas.

Hipertrigliceridemia (%) 52.0
Hipercolesterolemia {%) 353
Hipoalfalipoproteinemia (%) 62.7
Chbesidad visceral (%) 776
Resistencia a fa Insulinan{%) 58.3
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En la Tabla 14 se describe la ingesta caldrica habitual de acuerdo al genotipo
del gen de MTP.

Genotipo GG Genotipo GT/TT

Energia (Keal /dia) 2315+813 23022663 NS
Hidratos de carbono {%) 487 47+9 o RI.S’
Proteinas (%) Y 1543 NS
Grasas (%) 36.5:6.3 38516 NS
“Grasas saturadas (%) 10.7¢2.4 11323 NS
Grasas monginsaturadas {%) 12.1+3 12.943.5 NS

Grasas polinsaturadas (%) ’ 5.1+1.4 T 517 0.05
“Fibra (gr/dia) T T 20478 18:79 TTNs

No se encontraron diferencias estadisticas significativas en el consumo caldrico
habitual, ni en el porcentaje de macronutrimentos consumides; dnicamante se
observd una ligera tendencia a! incramentc en el consumo de grasas

polinsaturadas en los portadores del genotipo GT/TT (p=0.09).
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13.10. Comparacion de frecuencias genotipicas del polimorfismo -493 G/T

del gen MTP a nivel mundial. En la Tabla 15 se presenta la frecuencia
genotipica del polimorfismo -493 G/T de MTP reportada en diferentes estudios a

nivel mundial.

Frecuencia

Grupo Estado Alélica
Estudio n Racial/Pais Enfermedad GG GT TT Alelo
. G ————e_ 87
Luevanoy 155 Latinos/Mex - 065 031 0.04 0.81 0.19
col. 2009.
C.Phillips 82 Caucasicos/ Dizbéticos 055 040 005 075 0.25
_ycol. 2004, _ controlados
Yamaday 1124  Asidticosflap Hipertansién 0.70 027 003 0.83 0.17
col.
2006, . "
Lundahl 424 HCF 054 040 Q.05 075 0.25
y col. 2000,
Ledmyr 1615 Enfaermedad
y col. cardiovascular 054 039 007 076 Q.24
2004, {WOSCOPS)
Ledmyr 203 Enfermedad
yeol. cardiovascular 0.60 0.26 0.14 0.75 0.25
2004 {ULSAM}
Gonzalez 130 Latinos/Mex Scbrepeso Q.39 03454 007 Q.66 0.34
2010 y Obesidad

) Mex: MéxicT),Ep: Japén, HCF: H\'p“ércc]ester(mmia Familia
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14. DISCUSION

La gbesidad es una enfermedad crénica degenerativa de origen multifactorial
Que se caracteriza por un exceso de tejido adiposo en el organismo, el cual
resulta de un desequilibrio energético en donde la ingesta caldrica es superior al
gasto energético (Olaiz-Fernindez G 2006; NOM-174-SS5A1-1998), lLa
obesidad visceral se considera un factor de riesgo importante en el desarrollo
de otras patologias cronicas degenerativas, entre las cuales se encuentran:
resistencia a la insulina, dislipidemias, diabetes meliitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, esteatchepatitis no alcohdlica, cancer entre otras (Palou A
2004).

En nuestro estudio encontramos diversas dislipidemias de las cuales las mas
frecuentes fueron la hipoalfalipoproteinemia (55.4%), la hipertrigliceridemia
(48.4%) e hipercolesterolemia (32.3%); asi mismo encontramos una elevada
incidencia de resistencia a la insulina (65.3%) y de obesidad abdominal
(76.2%). Las tres dislipidemias encontradas ceinciden con lo reportado
previamente por Salinas y cols. 2001 quienes reportaron que [a
hipoalfalipoproteinemia, hipertrigliceridemnia e hipercolesterolemia, son las
dislipidemias con mayor prevalencia en la poblacion mexicana {Aguilar-Salinas
2001). Las alteraciones metabdlicas encontradas en los sujetos con exceso de
peso (sobrepeso u obesidad) pueden ser el resultado del tipo de alimentacion
de los pacientes, la cual consistié en una dieta con alta densidad energética
(2307.8 *+ 720kcal/dia) y una pérdida en el balance del consumo de
macronutrimentos, 1a proporcion de estos en los sujetos estudiados fue de 47%
de carbohidratos, 15% de proteinas, 38% de grasas (11% grasas saturadas,
12% monoinsaturadas y 6% poliinsaturadas), este tipo de alimentacion no es la
recomendada por la ATP-llI, que sugiere una dieta distribuida en 55% de
carbohidratos, 15% de proteinas, 30% de grasas (<7% saturadas, 10-15%
monoinsaturadas y 10% poliinsaturadas del total de calorias){Grundy S 2005).
Por lo tanto, la hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia son dos dislipidemias
que pueden favorecerse principalmente por la dieta (Hegsted GM 1993). Es
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posible que, en nuestro estudio, el alto censume de grasas especificamente las
grasas saturadas sean la causa de la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.

Por otra parte, se encontré una elevada frecuencia de obesidad abdominal
(obesidad visceral), la cual es un factor de riesgo para diversas enfermedades
cronicas degenerativas, de manera similar se encontréd una alta frecuencia de
resistencia a la insulina, se conoce gue, estos dos factores se encuentran
intimamente relacionados ya que el tejido adiposo se considera un drganc
endocrino, el cual tiene la capacidad de secretar diversas adipocitocinas come
la adiponectina, el TNFa, el PAI-1, la resistina y 1a leptina entre otras (Tilg H
2006; Rutkowski & 2009). De estas adipocitocinas, la adiponectina es
considerada una adipocitocina benéfica por sus muliples efectos metabdiicos e
antiinflamatorios por lo gue, se ha reportade que los sujetos abesos presentan
hipoadiponectinemia {o cual puede deberse a que las personas con mayor tejido
adiposo secretan mas TNFa la cual es una citocina preinflamatoria que
perpetua la existencia de resistencia a la insulina, por lo que el proceso
inflamatorio crénico, disminuye la expresién de adiponectina. En nuestro
estudio, nosotros no evaluamos los niveles de TNFa, pero podemos mencicnar
que los pacientes tenian un proceso inflamatorio debido‘ a ka elevacion del
marcador de reactante de fase aguda CRP, €l cual se¢ sabe que se eleva en
respuesta a un aumento en los niveles de TNFa e IL-6 (Nguyen XT 2009).

En el presente estudio se evallio la asociacion del polimorfismo -493 G/T del
gen de MTP con pardmetros antropométricos y bioquimicos en pacientes con
sobrepeso u obesidad, en donde la frecuencia alélica del alelo G fue 66% y del
alelo T 34%. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en los
valores antropométncos {peso, IMC, CC, CCa), perfil de lipidos {Colesterol total,
triglicéridos, LDL, HDL, VLDL), glucesa, insulina, HOMA-IR y CRP enfre los
sujetos portadores det genotipo GG comparado con los portadores del genotipo
agrupado GT/TT. Aunque nosotros no detectamos diferencias de acuerdo al
genotipo, observamos que los sujetos portadores del alelo T {Genotipo GT/TT)
presentaron niveles de colesterol total triglicéridos y LDL mas bajos que los
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portadores del alelo G con niveles de HDL ligeramente superior (NS). Nuestros
resultados concuerdan con datos previamente reportados por Phillips y col.
2004 en donde encontraron una asociacion del alelo T con niveles bajos de LDL
y colesterol. En este Ultimo estudio encontraron que los portadores del alelo T
tienen niveles elevados de apoB en la fraccion de VLDL (Phifips 2004).

Una posible explicacion a esta asociacion del alelo T con niveles bajos de LDL
podria ser que se ha demostrado que la insulina regula negativamente la
expresion del gen de MTP {Lin MC 1995) por lo tanto podemoes suponer que en
nuestro estudio se presentd una alta prevalencia de RI, esto podria ser la causa
de que pudiera existir mayor expresion de MTP y en consecuencia esto podria
conducir a una lipidacién mas eficiente de particulas de VLDL inmaduras
(Karpe FB, 1998).

De forma similar los portadores del alelo T tuvieron una menor frecuencia de
hipoalfalipoproteinemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, obesidad
abdominal y resistencia a la insulina.

Zak y col. 2008 reportaron que los portadores del alelo T del género masculino
con sindrome metabdlico tuvieron concentraciones elevadas de insulina, acidos
grasos no esterificados, RI (HOMA-IH) CT, TG y VLDL vy niveles mas bajos
de AG poliinsaturados n-8; sin embargo este efecto no fue observado en
mujeres con © sin sindrome metabdlico (Zdk A 2008). Esto puede explicar la
faita de asociacion en nuestro estudio ya que la mayoria de nuestros pacientes
fueron def género femenino (78.5%).

Nuestro estudio tuvo algunas limitaciones come: 1) la fafta de un grupo control
de sujetos clinicamente sanos, lo cual nos hubiese permitido realizar una
comparacion en dos grupos y valorar si el alelo T puede ser un factor de riesgo
para obesidad, 2} la carencia de no haber medido apoB y 3) el tamafio de la
muestra. Sin embargo, es importante reafizar un estudio prospectivo grande
para valorar el efecto real del polimorfismo -493 G/T de MTP.
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15. CONCLUSIONES.

= Un alto porcentaje (85.4%} de los pacientes con sobrepeso u obesidad
tienen antecedentes familiares de obesidad.

= El consum¢ habitual gue mantenian los pacientes estudiados pudo haber
favorecié  la  hipoaifalipoproteinemia, hipercolesterolemia e
hipertriglicertdemia.

= El consumo de grasas fotales de los sujetos con sobrepeso u obesidad
correspondia a 37.7+£.2% de [0s cuales el 11,3 % correspondia a grasas
saturadas.

= Las alteraciones metabdlicas mas comunes en los pacientes fueron la
hipoalfalipoproteinemia, |a hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.

= Un alto porcentaje de la poblacion estudiada presento obesidad
abdominal.

* Se encontrd una elevada frecuencia de resistencia a la insulina.

= No existen diferencias significativas en variables antropométricas,
biogquimicas asi como en la ingesta caldrica de los sujelos con exceso de
peso de acuerdo al genotipo -493 G/T del gen de MTP.

= La frecuencia de alteraciones metabdlicas fue similar en ambos grupos
de sujetos (GG vs GT/TT) con tendencia a la baja en los portadores del
genotipo agrupado GT/TT respecto al genotipo sitvestre GG.

= HE consumo de macronutrimentos (% de Carbohidratos, Protefnas vy
grasas) fue simifar en ambos genotipos (GG vs GT/TT). Los portadores
del genotipo GT/TT presentaron una ligera tendencia a consumir mas
grasas polinsaturadas.

= EI polimoifismo -493G/T de MTFP no se asocia con alteraciches en
parametros antropométricos y bioguimicos en sujetos con sobrepeso u

cbesidad.
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17. ANEXOS

ANEXCQ 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
SERVICIO DE BIOLOGIA MOLECULAR EN MEDICINA
HOSPITAL CIVIL “FRAY ANTONIO ALCALDE”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Quien con mi fima valide este documento manifiesto que con un lenguaje claro y
simple e} responsable del provecto explicd la importancia y beneficiols), de mi
participacion en este estudio. Asi, mismo, aclaré cada una de las dudas surgidas en
relacién a mi paricipacion en el estudic. De tal forma que para ambos queda
perfectamente claro que tomando en consideracién mis caracteristicas personales, he
decidido aprobar la determinacion de los analisis propuestos.

Los beneficios gue se generan de mi participacion en este estudio consistiran en:

Conocer la composicidn corporal mediante el uso de Bioimpedancia eléctrica.

Conocer su gasto energético en reposo mediante calorimetria indirecta

Evaluar la ingesta dietética habitual

Conocer mi estado de salud mediante la determinacién de parametros

biogquimices que incluyen: perfil de lipidos, quimica sanguinea y perfil hepatico.
5. Conocer el genotipo del polimorfismo -493 G/T del gen MTP

*Todas estas determinaciones se realizaran sin ningun costo para el paciente.

bl S

Ademas se me informé de las condiciones de toma de muesira sanguinea, asf como
también el manejo confidencial de los datos que se obtengan y la libedad de
abandonar mi participacion en el estudio. Me ha indicado también que los resultados
de las pruebas se manejaran con las finalidades de investigacién y docencia.

Por lo tanto ACEPTO y doy mi consentimienlc para que realicen !as pruebas
necesarias para este estudio.

Nombre y firma def paciente

Dra. Erika Martinez Lépez LN. Maritza R. Garcia Garcia
Responsable del Proyscto Tesligo.
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ANEXO 2. CUESTIONARIO APLICADO A LOS PARTICIPANTES

FOLIO
FECHA____ ¢ )
DATOS PERSONALES
Nombre: Edad: ahos
Fecha de nacimiento; /. / Sexo: O 0.Hombre O 1.Mujer
Domicilio Actual:
Colonia: Ciudad: Estado:

Teléfono: Celular: Mait:

Estado Civil: [ 0.Soltero O1.Casado ([ 2. Unidn libre [0 3. Divorciado
0 4. Viudo 3 5. Separado

Ocupacion: Horas: /semana Ingresos mensuales

Grado de Escolaridad:
0 0.Analfabeta 13 1. Prmaria 0] 1.1 Primaria incompleta
[J 2. Secundaria [J 2.1 Secundaria incompleta
[ 3. Preparateria O 3.1 Preparateria incompieta

O 4. Técnica O 5. Licenciatura O 6. Posgrado

ANTECEDENTES FAMILIARES

1. Obesidad O0.No O1. 8 zQuiégn?
2. Diabetes tipo2 (DM2) OO0 MNoO1. S ¢Quien?
3. Diabetes tipo1 (DM1) 0 0.NoO1. Si jQuién?
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4. Litiasis Biliar O0.No Q1. 8i jQuién?
5. Hipergnsion 00 NoO 1. 8i zQuién?
8. Alcoholismo 0. No O 1. 8i ;Quién?
7. Cardiovascular 00.No O1. 8i ;Quign?
8. Cirrpsis alcohblica 9. NoO1. 8i zQuién?
9. Hepatitis viral 00 Ne[J1. 5i ;Quién?
10. Depresion O0.Ne O 1. Si ¢Quién?
11. Céncer 010 No O 1. Si gQuign?,
12. Infarto 0O0.NoJ 1. Si zQuién?
13. Enfermedad pulmonar 00.NoO1.8i zGuién?
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ANTECEDENTES PATOLGGICOS

Alergias: 0 0. No 1.5 Tipo:

Intolerancias: 0. Ne 1. 8i Tipe:

Enfermedad Actual:

Medicamentos actuales: (0 0. No 0 1. Si Tipo/Dosis:,

Bebidas Alcohdlicas

Consume de alcohol: O 0. No [ 1. Si Edad de inicio. anos

Bebidas de consume habitual:

090 Cerveza O 1. Tequila O 2. Aleohol puro O 3. Brandy y/o Ron

1 4. vinc de mesa O 5. Aguardiente [ 6. Combina dos o méas

7. Otros:
Cantidad (mi): Frecuencia: Embriaguez/mes:
Tabaco
Fuma: Q0. Ne O 1. 8i Edad de inizig anos
N* cigarros/dia: Por semana:
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APARTADO DE NUTRICION

Evaluacion Antropométrica

Pardmetro 1° Fecha : 2° Fecha: 3° Fecha:

Tala

Peso

IMC {kg/m2)

Interpretacion IMC {OMS)

Circunferencia de mufieca

Complexion

Circunferencia de Cintura

Circunferencia de Cadera

ICC

Distribucién de Grasa corperal (A/G)

% Masa Muscular

% Grasa

Calorimetria Kcal en Reposo

Actividad Fisica y Ejercicio

Realiza ejercicic 0 0. No O 1. Si Tipo de ejercicio:
i Desde cuando inicis?:
:Sudoracién?  O0.Neo 1.8 Horas {minutos):
Horas/semana;
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Television
Heras que ve television/dia: N*® horas/semana:
Evaluacién Bioquimica
Pardmetro Facha: Fecha: Focha:
Glucosa

Celesterol Tatal

LDL

vLDL

HOL

Triglicérides

Leptina

Resistina

Insulina

Evaluacién Clinica

Parémstre Facha: Fecha: Fecha:

8l NG sl NO sl NO

Diarrea

Estrefiimiento

Gastritis

Ulcera

Colitis.

Presion arterial mm/Hg mm/Hg mm/Hg
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Evaluacion Dietética

Habitos de Alimentacion
N® Comidas realizadas/dla: O 1/dia O 2/dia O = 3/dia i Cuantas?
N°® Comidas fuera de casa/dia: 01 D203 O=23 iCuantas?

N° Comidas fuera de casa/semana: 31020304025  ;Cudntas?

Tipe de grasa utilizada mas frecuentemente para la preparacion de alimentos
0 0. Acete vegetal [0 1. Aceite oliva [0 2. Manteca (J 3. Mantequilla
0 4. Margarina 5. Otro Cual;

Le desagrada algun alimento J 0. No 1 1. 5i Cual:

Conductas Alimentarias
Q. No 1.§i
. ¢Mientras come. ve la television? _ __
. ¢la tristeza lo conduce a comer? . -
. ¢El encjo lo conduce a comer? - .
. ¢La preocupacion lo conduce a comer? o _

1
2
3
4
5. ¢ Come por aburrimiento? I _
6. ;,Come en exceso hasta sentirse mas que satisfecho? _ .
7. ;Sabe usted distinguir cuando come por hambre o por ofra causa? — -
8. ¢ Considera que come rapido? — —
9. ;Come de manera abundante? I _
10. ¢Ha presentado pérdida de apefito? R —
11. ;Le aterroriza ganar peso? - —
12. ;Anteriormente habia realizado un régimen dietético (dietas)? . —
13. ; Se siente satisfecho con la forma de su cuerpo? _ . _

14. ; Se siente culpable después de haber comido? .

Motive

Califique del 1 al 10 que tan culpable se siente
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Frecuencia de Consumo de Alimentos

Conteste de acuerde a su ingesta de los 4itimos 3 meses

Alimentos Diariamente Semanal Mensual Tipo/Cantidad

Tortilla, birote, pan de caja

Avena

Aoz

Granos integrales

Leguminosas

Frutas

Verduras

Carne res

Came pollo

Cama cerdo

Pescado

Mariscos

Lacteos

Aceites vegetales

Aguacate

Embutidos {jamén,
salchicha, salami)
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Tocino, chorizo

Cremas, aderezos,
mayonesa

Manteca, manteguilia

Frituras

Oleaginosas

Refrescos

Café

Alcohol

Galletas, pastelitos

Azicares
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Gen a amplificar:

Realizado por:

TESIS DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA

ANEXO 3. FORMATO DE PCR

Fecha:

Correspondencia de tubos

Muestra Muestra Muestra
1 9 17
2 10 18
3 ih! 19
4 12 20
5 13 21
6 14 22
7 15 23
8 16 24
Reactivo [Stock] | [Final] Ariadir Mezcla
T*C Tiempo
Buffer
Hot Start : - [N
MgCl, :
dNTPs
fniciador 1
Ciclos:
Iniciador 2
Tagq Pel
Agua
G Tiempa
DNA
Vol. Final
Observaciones:
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