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Alteraciones de los genes de la via leptina/melanocortina
en una serie de 17 personas con obesidad

Alterations in the genes of the leptin/melanocortin pathway in a series
of 17 patients with obesity

SEGUNDO MEJOR TRABAJO DE GRADUACION XLVIII PROMOCION DE MEDICOS, FACULTAD DE CIENCIAS
MEDICAS, UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL

Maria Nathalia Baste Subia?’, José Miguel Marcet Ortega’, Guillermo Andrés Solano Torres?, Xavier
Landivar Varas?, Gustavo Saul Escobar?, Cecibel Ramirez?, Jason Espinoza Caicedo?

! Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, Facultad de Ciencias Médicas, Guayaquil, Ecuador
2 Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, Facultad de Ciencias Médicas, Instituto de Biomedicina, Guayaquil, Ecuador

RESUMEN

Objetivo: determinar la relacion que existe entre la obesidad y alteraciones genéticas en la via leptina/melanocortina en la po-
blacién ecuatoriana. Metodologia: 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 generacion 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 pa-
tron heredo-familiar. Se realizara el analisis estadistico de la prevalencia en la muestra. Resultados: se encontré una correlacion
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 la relacidn entre los resultados de este estudio y otros, en cuanto a la prevalencia del gen mas
comun MC4R, no es similar en razon de que se encontrd alta prevalencia de otros genes como SIM1 y LEPR, se cree necesario y
oportuno realizar estudios con controles y muestras mas grandes.
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ABSTRACT

Objective: to determine the relationship between obesity and genetic alterations in the leptin/melanocortin pathway within the
Ecuadorian population. Methodology: a case series of 17 patients randomly selected for their availability during the period from
April 2011 to April 2012. We gathered information about height, weight, age, sex, BMI and diseases until the second ascending
generation of the patient and a venous blood sample. The subjects met the criteria for the study: be between 18 to 65 years
old, BMI> 35 with some comorbidity or BMI> 40 without comorbidity, obesity resistant to changes in lifestyle and presenting a
family-inherited pattern. Statistical analysis of the prevalence in the sample was performed. Results: we found a correlation of
47% of obesity with the parents of the patients. The absolute prevalence of alterations in the genes studied was 88% (n = 17).
Conclusions: although we found a connection between our results and other studies on the prevalence of the most common
gene, the MC4R gene, high prevalence of other genes such as SIM1 and LEPR was also found; therefore, we feel it is necessary to
carry out studies with larger samples and controls.
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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) por su simplicidad y bajo costo.?
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define
con sobrepeso a la persona con un IMC igual o
mayor 25y Obesidad a una persona con IMC igual
o mayor a 30.! EI mecanismo etiologico de la
obesidad no es conocido por completo; sin
embargo, se ha evidenciado que la interaccién
entre factores ambientales y genéticos*, participan
en su aparicién. La herencia asociada al peso
corporal, es un factor que predispone a un
individuo entre un 40 al 70%, 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
homocigéticos tienen mas similitud entre si que la
de los gemelos dicig6ticos a pesar de que no hayan
compartido el mismo ambiente.” Uno de los
mecanismos endocrinolégicos asociados a
factores genéticos de obesidad es la via leptina/
melanocortina.'>!3 Alteraciones en los genes
implicados en esta via, que son: los de los
receptores 4, 3 y 2 de la melanocortina (MC4R,
MC3R, MC2R), el gen de la propiomelacortina
(POMC(), el gen de la leptina (LEP) y su receptor
(LEPR), ademas del gen homoélogo humano de la
proteina de la drosophila 1 single minded (SIM1),
pueden provocar obesidad'13.

En el Ecuador no hay estudios que determinen al-
teraciones de genes relacionados con la obesidad.
Segun estadisticas de la OMS en el periodo del
2000-2009, 1a prevalencia de sobrepeso en la po-
blacién general ecuatoriana ha sido de 5.1%, y la
prevalencia de obesidad en mujeres mayores de
20 anos es de 28.2% y en hombres mayores de 20
afos es 15.7%.'*

En el presente estudio se ha determinado la
prevalencia de deleciones y duplicaciones en los
genes de la via leptina/melanocortina y sujetos
con obesidad.

Metodologia
Este estudio presenta una serie de 22 casos,

elegidos al azar, con obesidad clinica, sin importar
el género.

Los criterios de inclusiéon son: IMC > 35 con una
comorbilidad asociada a la obesidad o IMC > 40
con o sin una comorbilidad; edad de 18-65 afios;
obesidad que ha sido resistente a cambios de estilo
de vida; pacientes que presenten un patrén heredo-
familiar de obesidad; nacionalidad ecuatoriana.

Se excluyeron a los pacientes que ingerian medi-
cacion que pueda alterar la calidad de la muestra
sanguinea venosa; pacientes con sindromes gené-
ticos conocidos asociados a obesidad de causa
endocrina.

Una vez seleccionadas las personas para el estudio,
se les inform¢ el procedimiento a realizarse. Se
estructuré un consentimiento informado en el que
se explico el proposito del estudio, 1a 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. Luego se procedid con la extraccion
de 4 ml de sangre que se realizé con técnica
aséptica utilizando un sistema de extraccion de
sangre venosa de tubos al vacio con EDTA como
anticoagulante.

Variables: edad, peso, talla, sexo e IMC; ademas de
enfermedades conocidas hasta segunda generacién
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
mantuvo a 4°C hasta la extracciéon del ADN que fue
realizado con el Purelink Genomic Minikit de
acuerdo a las indicaciones del fabricante y se les
realizaron las pruebas genéticas, aplicando la
técnica de Amplificaciéon de Sondas Multiples
ligando- dependiente o MLPA, utilizando el kit de
sondas para obesidad P220 Obesity MLPA de MRC-
HOLLAND B.V. que contiene 38 exones para
analizar siete genes de la vialeptina-melanocortina;
usando el protocolo determinado para el kit que
corresponde a: desnaturalizacién del ADN,
hibridacién, agregacion de ligandos, reaccién en
cadena de la Polimerasa y electroforesis capilar. El
software empleado para el analisis de los productos
de la secuenciacién fue el GeneMapper X que
permitid extraer los picos de los resultados a tablas
de texto que fueron comparadas mediante el
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software Coffalyser Versiéon 9.4 descargado
gratuitamente de la pagina web del fabricante del
Kit P220 Obesity.

Se utilizé para el andlisis de las pruebas el equipa-
miento disponible en el Instituto de Biomedicina
de la Universidad Catdlica de Santiago de Guaya-
quil, en especial el equipo de secuenciacién Gene-
tic Analyzer 3500 de Applied Biosystems/ Hitachi,
ademas del apoyo del personal de este centro de
investigacion.

Luego se procedié a analizar los datos y definir
cuantos sujetos presentan porcentualmente
deleciones o duplicaciones de los genes estudiados

en la serie propuesta; los datos fueron analizados
usando estadistica descriptiva mediante el
software estadistico SPSS Version 20 creado por
IBM.

Resultados

Las caracteristicas de la poblacién se encuentran
en la tabla 1. Se procedié al andlisis del factor de
herencia de obesidad de acuerdo al pedigree
obtenido de cada paciente. Se clasificé los ancestros
de los sujetos de estudio en los grados de IMC de
la Organizacién Mundial de la Salud y se los dividi6
como obesos y no obesos como se muestra en la
tabla 2.

Tabla 1. Caracteristicas de la muestra. Estadisticos descriptivos

n Minimo Maximo Media Desv. tipico
IMC 17 35 60 43.97 7.488
Edad 17 23 56 36.76 11.573
Talla 17 2 2 1.64 .092
Peso 17 89 155 115.09 17.559

Tabla 2. Relacion de probando con grados de consanguinidad

Consanguinidad l1er grado

Consanguinidad 2do grado

Consangui- | Consagui-
Probando | Mama | Papa | Hermanos Abuelo | Abuela | Abuelo | Abuelo nidad 1ger nidad gdo
materno | materna | paterno | paterno
grado grado
1 01 S S S S S 1 0
2 01 S N 01 N N 1 1
3 N S N N 01 S 0 1
4 S 01 02 S (+) (+) 1 1
5 S 02 01 S 01 S 1 2
6 02 01 02 01 01 S S 3 2
7 S S S S S 01 0 1
8 02 01 S 03 S S 2 1
9 02 () 01 03 01 02 1 4
10 03 01 |03/S/01/02 01 S 02 S 5 1
11 02 S N N S 03 1 1
12 01 02 S 01 S S 2 1
13 N 03 S N S N 1 0
14 N S S (+) N (+) 0 0
15 S 01 N S S 1 0
16 01 02 01 + + + 3 0
17 03 03 S S 01 S 2 1
Total 25 17
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En el primer grado de consanguinidad, el 47% de
padres y madres de los sujetos son obesos, mien-
tras que el 53% restante, no incluy6 obesos, pero
podian presentar sobrepeso.

Ambos padres presentaron obesidad en el 29% de
los sujetos. En el segundo grado de consanguini-
dad, dellado paterno, el 29.41% de los abuelos del
sujeto presentaron obesidad frente al 23.52% de
los abuelos maternos. En cuanto a las abuelas, tan-
to maternas como paternas, encontramos obesi-
dad en el 23.52%.

En cuanto al andlisis de los genes por la técnica
MLPA se obtuvo los siguientes resultados resumi-
dos en la tabla 3.

De las alteraciones genéticas presentadas, se de-
tectd duplicaciones en 13 de los 17 pacientes en-
contrandose la mayoria en el Gen LEPR (58%) y
en el MC3R (42%). En el resto de los genes anali-
zados no se encontré duplicaciones (grafico 1). Es

importante remarcar que las duplicaciones se die-
ron en distintos exones siendo el mas comudn para
LEPR el exén 19 con 3 sujetos con duplicacién.
Mientras que en el MC3R se encontrdé mas frecuen-
temente duplicacion en la longitud 160 del Ex6n
1 de dicho gen.

Ninguna de las deleciones encontradas fueron ho-
mocigotas. Se encontraron deleciones heterocigo-
tas en 14 sujetos de la muestra, de los cuales el
79% se encontré en el Sim1 siendo mas frecuen-
temente alterado el ex6n 11, LEPR le correspondié
un 10% de las deleciones siendo mas cominmen-
te halladas en el exén 10. En el Gen MC4R se de-
tecté un 7% de las deleciones. El 4% de las dele-
ciones se situ6 en el gen LEP siendo mas comun
en el ex6n 3. No se evidenciaron deleciones en el
gen POMC ni en el gen MC2R. Por lo tanto, en la
serie estudiada, se encontré una prevalencia de
88% de algun tipo de alteracion, ya sea ésta dele-
cion o duplicacion, en los genes de la via Leptina-
Melanocortina (grafico 2 y 3).

Tabla 3. Caracteristicas de cada probando segun su alteracion genética y su consanguinidad con
familiares obesos

Consanguinidad con

Mutacion de genes

familiares obesos

Probando | LEP LEPR | POMC | MC4R | MC3R | MC2R | SIM1 ler grado 2do grado
1 (+) 1 0
2 +) +) 1 1
3 (+) (+) 0 1
4 +) 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 0 13 25 17
(+) = Alteracion genética*
*Se entiende como alteracion genética una delecion o duplicacion homocigota o heterocigota en los exones de cada gen
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N=17

Grafico 1. Porcentaje de pacientes con duplicacién en|

|genes estudiados.

W Alteraciones 5in alteraciones

12%
2

MN=17

Grafico 3. Prevalencia de alteraciones genéticas en los
|genes estudiados de la muestra.

Discusion

El estudio realizado es una exploracién y la incur-
sion al andlisis de la obesidad monogénica en el
Ecuador, puesto que no existian datos en el pais.
Lainterpretacion de los resultados obtenidos debe
ser cuidadosa puesto que la técnica MLPA no pue-
de diferenciar con mucha certeza la ubicacién de
la delecién puesto que mutaciones o polimorfis-
mos cerca de los sitios ligandos de las sondas, pue-
den alterar los resultados.

Llama la atencidn el porcentaje alto de alteraciones
encontradas en la serie que fue del 88% puesto
que de acuerdo a la literatura la obesidad mono-

Grafico 2. Porcentaje de pacientes con delecion hetero-
cigota en genes estudiados.

génica corresponde entre el 5y 10% de las causas
de obesidad.'®*? Ademas, los estudios refieren que
el gen monogénico mas comiunmente asociado con
obesidad es el MC4R siendo éste el causante del 3
al 6% de la obesidad.’>**

Resalta el hecho de que la mayoria de las delecio-
nes 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 conexidn de este gen con la obesidad
desde lo descrito por primera vez.' Sin embargo,
se conoce por estudios principalmente en ratas,
que la delecion heterocigética produce hiperfagia,
gasto energético corporal normal e inclusos re-
cientes investigaciones lo han relacionado con
disminucion de la expresion del MC4R y disminu-
cién de oxitocina.'*'® Los hallazgos en este gen
deberan ser verificados 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 al 3% de los
sujetos; en estos pacientes no se encontro niveles
elevados de leptina.!” Este estudio encontro dele-
ciones heterocigotas en un 10% de los pacientes
con obesidad. Cabe recalcar que éste fue el gen
donde se encontr6 mayor cantidad de duplicacio-
nes sin que su significado clinico sea claro para los
autores.

Quiza el gen con el que el presente estudio encontrd
mayor correlacion es el MC4R; como se menciona

Rev. Mep. FCM-UCSG, Afo 2011, VoL17 N°2

93



M. BASTE, ET AL

anteriormente, la prevalencia de obesidad
monogénica es el 6%'** y se encontr6 en un 7%
de la muestra. Este gen es no solo causante de
obesidad monogénica, sino también poligénica y
se ha descrito su herencia dominante en ciertos
casos.!®

Mas alla de los datos encontrados en este estudio,
parece primordial realizar futuros estudios con
una serie mas grande y con controles especialmen-
te para reconocer cuales alteraciones encontradas
pueden tener una asociacién directa con obesidad
y cuales no.
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